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0   引言

近年来 随着科学技术的快速发展 医学影像学的新

设备不断出现 新技术迅速发展 使胃肠道肿瘤和其他

病变的影像诊断进入了一个方法更便捷 图像更清楚

判断更准确的新时期. 胃肠道现代影像学检查从原有的简

单图像向数字图像发展 不断有所突破和创新. 现代主

要胃肠道影像检查的手段有:包括双对比(double contrast

DC)和单对比(single contrast SC)组成的钡剂造影检查

(barium examination 钡检) 动态录像造影(dynamic

videofluoroscopy) 数字胃肠成像系统(digital GI imaging

system) 数字减影血管造影(digital subtraction angiogra-

phy DSA) 计算机体层摄影(CT) 仿真内镜CT(CT

virtual endoscopy CTVE or CTE) 磁共振成像(magnetic

resonance imaging MRI) CT或MRI的结肠造影或小

肠灌肠造影(CT/MRI colonography /enteroclysis) 超声成

像(ul t r a sonog raphy US )和内镜超声(endoscop ic

ultrasonography EUS) CT或超声导向下的活检 放射

性核素显像(radionuclide imaging)包括单光子发射计算机

体层摄影(single photon emisson CT SPECT)和正电子发

射体层摄影(positron emission CT PET)等 都是诊断胃

肠道肿瘤及其他病变主要的或重要的方法[1-22]. 胃肠道肿

瘤介入治疗是近20 a发展起来的一项微创技术 对肿

瘤的术前 术后 复发和姑息治疗具有较大的价值. 根

据介入治疗引入途径胃肠道肿瘤介入治疗分经皮 经

血管 经管腔介入治疗; 根据监视或引导设备分放射(含

普通X线 DSA CT MR)介入 内镜介入 超声介入

等; 根据治疗方法分灌注术 栓塞术 成形术 灭能术

或注射术 射频消融术 激光术 微波术等. 目前多为

以上各种方法综合应用 其中在DSA监视下的以经动

脉的胃肠道肿瘤灌注或栓塞术和以X线监视下或内镜

引导下的胃肠道恶性梗阻金属内支架扩张术在胃肠道

肿瘤介入治疗应用最为广泛.

1   主要影像诊断手段的价值和新进展

1.1 钡检  钡检是诊断胃肠道腔内病变的基本方法. 近20 a

发展很快 低张双对比造影 双对比造影原理 国

产钡剂的研制 插管法小肠钡剂灌肠等方面的研究和

应用 大大提高诊断的敏感性和特异性 通过不断的优

化方法 规范操作 实现钡检由经验型向科学型 传统

型向现代型的转变 使早期 盲区(小肠)得以显示.在各

种影像检查方法中 钡检的历史最长 应用最广 现代

的双对比造影对胃肠道肿瘤的检出率可达98 %左右. 钡

检现正面临内镜的竞争而逐渐将重点向可评价胃肠道

功能异常的胃肠道动态造影以及不需拍片 可作图像

后处理且放射剂量较小的数字化成像的方向发展[1-7]. 以

双对比为代表的钡检虽能充分显示腔壁特别是黏膜的

病变 但不能直接显示肿瘤侵犯腔壁的深度和进行

TNM分期 所以近年来胃肠道肿瘤影像诊断的报道多

将钡检与CT等其他影像手段结合以进行准确的肿瘤手

术前分期.  由于双对比影像能清楚显示病变的优势并已

被多数医师认同和熟悉 故近来发表了不少用CT 和

MRI 作胃肠道扫描后再将其图像经三维处理转变为双

对比影像研究的报道[ 18, 19].

1.2 CT  CT 常用于胃和结肠的诊断 随着螺旋CT的

不断应用和胃肠道造影剂应用的普及 扩大了CT在胃

肠道的应用范围. CT对胃肠道肿瘤治疗前TNM分期和

治疗后复发情况的随访极为重要 已被一些国外医院

列为手术前的常规检查.  自 1994年开始 CT的二维成

像和三维成像功能已可应用于代替结肠钡剂灌肠 作

CT结肠造影(CT colonography) 有代替双对比的趋势[16-18].

Lee et al [23]报告的12例结 直肠平滑肌瘤或肉瘤 作

DC检查者仅4例 其余各例均经CT或MRI明确诊断.

而且 随着技术的日渐成熟 CT结肠造影有可能被美

国 医保 (MediCare)采用为结直肠肿瘤筛查主要方法

之一[16, 17]. 应当注意 单用常规CT诊断胃肠道肿瘤无

大价值 Peng  et al [24]报道一组14例胃黏膜相关淋巴

组织淋巴瘤(MALT) CT发现病变者仅30 % 而钡检发

现者达88 %.

1.3 MRI  较早期的MRI 因成像时间很长 故不适用

于经常有移动(自身蠕动并受呼吸动作推动)而致影像模

糊的胃肠道器官. 近年来 出现了脂肪抑制 快速

(FLASH)等技术 可在一次屏息(约19 s)中获取14幅分

层的图像; 加之MRI具有以不同强度的信号显示不同组

织成分的能力 可作矢状 冠状和横断任何平面的成像

以及无放射性等优点 对胃肠道肿瘤的诊断提供了一
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条有重要价值的新途径. 现已有用 MRI 作小肠灌肠检

查 清晰显示小肠肿瘤以及经三维处理形成结肠双对

比造影的报道[17, 18, 21, 23].

1.4 DSA  DSA可用于食管癌 胃癌 小肠平滑肌瘤

结肠癌等肿瘤血管造影诊断 DSA对肿瘤血管的观察

有独特优越性 可依据病理血管的范围确定肿瘤的大

小 部位 并决定手术切除范围 通过观察血管变化来

判断介入治疗的效果. DSA 虽能提供更多有价值的信

息 同时也会增加患者的危险性.故近年来DSA在胃肠

道肿瘤的诊断中逐渐被无或少损伤的胃肠造影 CT

MRI 超声等技术所代替.

1.5 US和EUS  超声在空气中的声阻抗(Z)仅为软组织的

0.003 % 不能形成回声. 因胃肠道腔内常有较多气

体 除非采用某些特殊技术 不能应用普通US 作诊

断. 而EUS可清楚显示腔壁的黏膜 肌层 浆膜各层及

各层受累的程度和范围 对肿瘤的T分期和7 cm以内

的N分期极有价值 [25-30] . 在内镜基础上发展的新技术光

聚体层(optical coherence tomography OCT)可精确显示

0.7-0.9 mm深度的黏膜和黏膜下层的细微结构如食管

腺 肠绒毛 小血管等 高频率导管探头(20 MHz or 30

MHz catheter probe)EUS扩大了探察的范围[25]. EUS判断

残胃恶性肿瘤的敏感性和特异性分别达72.7 %和85.4 %

良性肿瘤分别达80.5 % 和100 % [26]. Chen et al [28]报告用

EUS 经腹US及 CT三种检查方法检查壶腹区肿瘤74

例 在检出率(EUS 97 %; US 24 %; CT 39 %) T分类

(EUS 72 % : US 11 %: CT 22 %) 淋巴结转移检出 (EUS

47 %: US 7 %: CT 33 %)和显示血管受侵犯 (EUS 100 %:

US 0 %: CT 33 %)等方面EUS均属最优 CT次之 US

最差; 但EUS不能显示远处转移.

1.6 核医学  核医学诊断近年来在2个方面取得重要进

展: 第一 将功能测定与形态显示结合起来 如SPECT

PET 综合核素示踪与CT扫描的优点 能准确 清晰

地显示病变的动态功能图像. 第二 将抗肿瘤的单克隆

抗体用放射核素标记后进行放射免疫显像; 或利用放射

免疫生化物质或受体药物. 以追踪脏器组织在分子水平

上的异常生化变化或受体缺陷等. 核素检查对胃肠道的

原发肿瘤及其转移灶有较高的敏感性和特异性 但因

肿瘤的组织学功能和检查技术不同而有较大差异. 例如

一组用 18F-FDG PET检查的胃和食管癌16例 全部病

例的原发肿瘤(T 1 T 2 )均可显示 但对转移淋巴结

(N1 N2)的显示较差. 小肠淋巴瘤 有时其他各种影像

手段均难发现 而核素是惟一可以查出的方法. Yasuda

et al [31]报告30例59个经全结肠镜检查证实的5-30 mm

大小的腺瘤性息肉 PET发现者14个(24 %) 但对较大

(13 mm以上)并有潜在恶性的腺瘤的检出率则高达90 %

假阳性5.5 % 有实用价值. 利用类癌(carcinoid)具有神

经内分泌功能的特性 可用 111铟对胃肠道的此类肿瘤

进行准确的定位和定性[32]. 核医学可以检测肿瘤对化疗

药物的回应以预测其疗效. Weber et al [33]报告40例胃食

管连接部腺癌用标记的氟脱氧葡萄糖(f l u o r i n e-18

fluorodeoxyglucose 18F-FDG)进行初始化疗后再作FDG

PET 提出将其代谢回应(metabolic response)的 35 %定

为预测药物化疗疗效的转换值(cutoff value) 敏感性和

特异性分别达93 %和95 %; 可据以预测化疗效果 避

免延误手术. 利用肿瘤单克隆抗体的特异性 可查出黑

色素瘤的转移灶 在报告的一组 17例黑色素瘤中查出

15例有转移[34, 35]. Lerut et al [36]报道 42例食管和食管胃

连接部癌 将FDG PET检查的结果与CT EUS 二法

检查的结果比较 对显示局域性淋巴结(N1 N2)侵犯的

准确性 FDG低于后者(48 % vs 69 %) 但对远处淋

巴结转移则较后者高(86 % vs 62 %).以上资料均可说明

各种影像手段互补作用的重要.

2   导向活检

在CT 或 US 导引下经皮穿刺 吸取肿瘤组织进行活

检 可对肿瘤的组织学作出准确的定性诊断 近来出现

了在胃肠道内经EUS导向作胃肠道及其邻近肿瘤的活

检或引流的新技术[29, 30].

3   临床应用 价格效益比与科学研究

这些影像学检查手段都有各自的优势 限度或不足. 在

临床实际工作中 在患者可能接受的检查次数和检查

费用都是相对有限的情况下 在 医保 办法正在

我国普遍实施的今天 影像医师与临床医师应经常互

相沟通 交换信息和要求 选择最适合的影像检查方

法 用较少的检查项目和较低廉的检查费用使患者获

得比较准确和全面的诊断. 例如 胃肠道结构性病变如

肿瘤等均应作常规钡检 发现有较大的恶性肿瘤时再

作 CT或EUS检查进行分期 而不应将后者代替钡检

或后作钡检.

       还应了解 有些检查手段的限度和不足常是由于

设备较陈旧或设备的潜在能力未发挥所致. 通过设备更

新 技术改进和科学研究 可使原来不适宜于某项检

查的影像检查手段变为适宜. 例如 经过新技术改进后

的MRI已可对胃肠道病变作出很有价值的诊断. 在新技

术研究过程中 常需要用多种影像检查手段对同一病

变进行多次比较性的检查 否则就没有技术的发展. 本

文引用的文献多数都是多种影像检查结果的比较.

        将多种现代影像设备如透视-超声(fluoro-US) 透

视-CT( fluoro-CT) 透视-磁共振(fluoro-MR ) CT血

管造影 (CT -angiography)等置于同一房室之内 可在

较短的一段时间内进行透视 摄影 造影 穿刺活检等

检查 根据某种影像检查的发现 随即采用下一个必要

的检查 称这种连续 紧凑 有序 高效的影像检查为

集成影像检查(integration imaging modalities) 可互相补

充 密切衔接 显著减少检查时间 避免重复检查 明

显提高影像诊断的协同性效果[1, 19].
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4   介入治疗

4.1 经血管灌注术或栓塞术[37-50]  胃肠道肿瘤的血管内介

入治疗主要以经导管动脉药物灌注术(transcatheter arterial

infusion TAI)和经导管动脉栓塞术(transcatheter arterial

embolization TAE). TAI是通过导管经动脉注入各种不

同的药物到病变的组织或器官 以达到疗效高而副作

用轻的治疗效果. TAI的基本方法为经动脉内插管直接

至靶动脉 再以等量或少于静脉给药的药物剂量进行

动脉内灌注 就能使靶器官药物浓度提高和延长药物

与病变的接触时间 而外周血药浓度并不明显增加 从

而达到提高疗效和减少副作用的目的. TAE是指将某种

固体或液体栓塞物质通过导管选择性有控制地注入到

某一病变或器官的供应血管内 使之发生闭塞 中断血

供 以达到预定治疗目的的一项技术. TAI和TAE主要

在放射设备引导下完成. TAE和TAE已应用近20 a 在

胃肠道肿瘤的介入治疗中 他们可以单独应用 也可联

合应用. 对胃肠道肿瘤患者 手术前行TAI或TAE 可

使巨大肿瘤缩小 方便手术; 减少肿瘤出血; 降低手术前

或手术中肿瘤转移发生几率. 手术后行TAI或TAE 可

减少或降低肿瘤复发率. 对失去手术机会的患者 可提

高治疗效果 改善生活质量和延长生存期 具有重大意

义. 近几年经血管灌注术或栓塞术的主要技术改进有超

选择血管插管术 高温生理盐水灌注术 经皮血管内导

管药盒系统植入术.

4.2 经腔的腔道狭窄或梗阻成形术[51-65]  腔道狭窄或梗阻

成形术是指通过人体天然生理通道通过球囊或支架等

扩张器材完成狭窄或梗阻的腔道再通恢复生理功能的

技术. 腔道狭窄或梗阻成形术主要在放射设备或内镜引

导下完成. 球囊扩张术主要用于良性腔道狭窄的治疗; 支

架扩张术既可用于恶性腔道狭窄的治疗 也可用于良

性腔道狭窄的治疗. 胃肠道肿瘤的梗阻主要是恶性狭

窄 对他的治疗主要使用金属内支架扩张术. 腔道成形

术作为微创介入医学领域的一项高新技术 因其具有创

伤小 并发症少 疗效显著而持久等特点 在国内外已

得到广泛应用和迅猛发展 并显示了广阔的应用前景.

4.3 经皮或经腔的肿瘤灭能术或注射术[37, 66]  肿瘤灭能术

或注射术是将能够使肿瘤蛋白变性的物质直接注入到

肿瘤组织内 使肿瘤细胞坏死 以达到局部治疗的方法.

肿瘤灭能术或注射术主要在超声 内镜和CT引导下完

成. 灭能术主要使用的物质是无水乙醇和醋酸; 注射术使

用的物质较多 有无水乙醇 醋酸 抗癌药物 热水或

热盐水 放射性核素 免疫制剂或治疗基因等.

4. 4 经皮或经腔的肿瘤消融术[66]   肿瘤消融术主要有经

皮射频间质热消融术(percutaneous radio-frequency

intestitial thermal ablation RITA)和经皮冷冻消融术

(percutaneous cryoablation PCA). RITA 为采用超声

CT或X线导引下经皮穿刺途径  将一与特高频辐射源

相连接的辐射器内导体通过穿刺针深入瘤体中 根据

肿瘤大小选用相应的输出功率和频率 将特高频电磁

场导入至肿瘤内施行辐射. 由于射频电磁波的热效应

(90 )和非热效应可使肿瘤组织发生凝固坏死和血管闭

塞 达到杀伤瘤细胞的目的. PCA是利用深度冷冻治疗

机内压缩的液氮 经输送泵进入留在瘤体深部的冷冻

头 使局部瘤灶达到极低温度(-196 ) 从而使冷冻

区域内肿瘤细胞和正常细胞发生不可逆的凝固性坏死

达到杀伤瘤细胞的作用 同时可使机体免疫机制增强.

4. 5 经皮或经腔的肿瘤微波术或激光术[66]   经皮微波高

温治疗(percutaneous microwave hyperthermia therapy

PMHT)为超声或内镜引导下采用经皮或经腔穿刺途径

通过穿刺针置入一与微波组织凝固器相连接的微波电

极针于瘤体中 根据肿瘤大小选择相应的功率和发射

时间发射微波进行治疗. 在微波作用下 瘤内组织不断

升温而致瘤细胞凝固坏死 周围正常组织不受到影响.

经皮激光热疗(percutaneous laser-induced thermotherapy

LITT)是在超声 CT和MR导引下经皮或经腔将激光光

能转变为热能作用于肿瘤局部 瘤组织在热能(42-45 )

作用下 生物膜的功能和状态发生改变 溶酶体活性

被激活 DNA RNA和蛋白质合成受到抑制 而热休克

蛋白合成增加 从而起到选择性杀伤瘤细胞的作用 正

常细胞不受到损伤.

4.6 经皮或经腔的电化学治疗[37]  电化学治疗(electrochemical

treatment ET)是利用单相直流电使血管-间质电路(一

种特异性连接血流和间质组织液的电路)系统成为非生

理性的激活 使局部组织结构发生特异化学反应 可造

成肿瘤生存不利条件 致使肿瘤组织产生多种病理效

应 细胞核固缩 细胞膜崩溃 线粒体消失 核蛋白凝

固坏死. ET主要在内镜引导下治疗食管癌和直肠癌 而

较少用于胃癌或肠癌 主要是ET的作用是在几个小时

内即将肿瘤溶解坏死 因此有可能并发胃肠道穿孔.
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摘要

胃食管反流病胃镜下缝合治疗是一项新开展的内镜治疗技

术 是在胃镜前端安装一种缝合器 在胃镜下缝合胃壁

组织 以减少或防止胃肠内容物的反流 起到治疗胃食

管反流病的目的. 该技术具有创伤小 安全性好及疗效较

高等优点 目前有效率约为80 %. 本文就胃食管反流病的

不同治疗方法进行简要评述 并对胃镜下缝合治疗的特点

疗效 方法 适应证 不良反应 禁忌证等问题进行讨论.

杨云生, 令狐恩强.  胃食管反流病的内镜缝合治疗. 世界华人消化杂志  2003;

11(9):1273-1274

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1273.asp

0   引言

胃食管反流病(gastroesophageal reflux disease GERD)是

指胃或十二指肠内容物反流入食管 引起并发症或明

显的损害了患者的生活质量. 主要表现为烧心 反酸或

食物反流 可引起食管糜烂 溃疡 出血 狭窄等.

GERD非常常见 西方国家约10 %的人患有此病 老

年人约1/4患有GERD. 我国该病的发病率具体不详 京

沪二地调查约6 %的人患有GERD. GERD的发病机制

尚不完全清楚 一般认为食管下段括约肌功能障碍或

食管运动减弱 胃肠内容物的化学损伤及食管黏膜防

御功能减弱等与其有关. 其治疗主要有药物治疗 外科

治疗 腹腔镜下治疗及近来开展的胃镜下治疗. 药物治

疗主要依靠抑酸剂和胃肠动力药物 部分病例反复发

作 无法停药或无法控制其症状 而外科或腹腔镜下治

疗也存在许多问题有待解决. 近几年 胃镜下缝合治疗

开始在国内外应用 目前仅见一篇英文论著报道 [1]及多

篇国外会议摘要报道[2-6]. 国内我们首先开展和报道该技

术[7] 目前已有10家医院陆续应用 其治疗方法 疗

效 适应证 不良反应 禁忌证等问题仍在研究和总结

之中. 为了更好的了解和掌握该技术 我们结合国外报

道对以上问题进行总结与阐述.

1   胃食管反流病治疗方法及其特点

GERD的治疗目前主要包括药物治疗 外科治疗 腹

腔镜下治疗及近来开展的胃镜下治疗. 药物治疗对于轻

中度的GERD患者多数可控制症状 但用药有效 停

药易复发 且长期服药存在副作用及费用昂贵等问题.

外科治疗多应用于严重的 GERD 或合并有食管狭

窄 Barrett 食管等严重并发症及某些食管裂孔疝的患

者; 手术治疗存在创伤大 效果有时不满意 且手术效

果难以修改等问题. 腹腔镜下治疗GERD是一种较外科

手术创伤小的 微创 治疗 适用于部分严重的GERD

或合并食管裂孔疝的患者; 该方法也存在一定创伤 效

果有时不满意及效果难以修改 且术后有引起肠功能

紊乱 腹腔黏连等并发症的可能. 鉴于上述治疗方法存

在许多问题 探索非药物 创伤小 治疗效果或术后易

修改的新方法具有重要意义.

2   胃食管反流病胃镜下缝合治疗

1994年英国Swain et al [2]首先将胃镜下缝合治疗应用于

人体 经过数年观察及器械改进 临床集中开始应用于

近3 a. 我们在国内首先开展该技术 目前已1 a. 胃镜

下缝合治疗(endoscopic suturing)又称经口腔内折襞术

(transoral endoluminal gasrtroplication  ELGP)或内镜下

胃折叠(endoscopic gastroplasty) 目前外文尚无统一名

称. 我们在发表的第一篇中文论著中 经杂志编委会

和作者多次讨论应用了胃镜下腔内折叠术[7]. 该方法是

将美国BARD公司生产的缝合器安装在胃镜前端 于

直视下在齿状线附近缝合胃壁组织形成皱褶 增加贲

门口附近紧张度 延长腹内食管长度 及形成皱褶

以阻挡胃肠内容物的反流 发挥其治疗作用. 目前采用

的缝合方式主要有2种 即沿小弯侧进行的纵行缝合

和沿贲门四周进行的环行缝合 另外我们在实践中总

结出2种方式结合缝合法[7]. 如何选择不同的缝合方式

报道甚少 国外一篇论文对纵行缝合和环行缝合进行

对照研究 2种方式效果无明显差别 但病例数仅64

例[1]. 我们的体会是食管裂口2 cm以下可选择纵行缝合

法 大于2.5 cm可采用环行或2种方式结合缝合法 缝

合针间距一般为1.5-2 cm 二褶间距约1.5 cm. 手术时

间平均40-60 min 术后平均 4 h进流质饮食 活动

无限制 2 d后可出院. 该方法的主要优点是经口及食管

进行缝合治疗 无需体表切口 创伤主要是缝合针孔

并且术后可在胃镜下修改手术效果或拆除缝线 是目

前治疗GERD创伤最小 最方便的一种手术治疗方法.
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根据我们的研究及随访GERD的胃镜下缝合治疗约90 %

的患者于治疗后3 wk内症状基本完全缓解 6 mo以上

的随访显示约40 %的患者症状完全缓解 另有40 %

的患者症状部分缓解[7]. 国外文献数篇论文摘要报道该方

法的有效率60-86 %[2-6] 完全缓解40-60 % 部分缓

解20-46 % 总有效率约为70-80 % 与我们的治疗

效果大致类似. 另有约10-20 %的患者症状无缓解 原

因不清 可能是食管敏感性改变 缝合方法不当或其

他反流机制所致. 关于该方法的治疗适应证 目前尚无

统一的认识 不同研究小组应用的适应证不尽相同. 一

般认为烧心或反酸症状出现2 mo以上 3-5次 /wk A-

B级(洛杉矶分级)反流性食管炎患者 药物治疗不易控

制或用药有效 停药复发 可考虑胃镜下缝合治疗. 此

外 我们总结的缝合治疗适应证还包括并发有缓解期

的哮喘或慢性咽炎 直径2-3.5 cm的食管裂孔疝 部

分食管下段狭窄及部分胃食管切除术后的胃食管反流

病患者[7] 这些适应证经临床探索均取得了成功 为

GERD及其并发症的治疗开拓了新的指征.

       胃镜下缝合治疗常见的不良反应有术中恶心 口

腔分泌物增多 缝合处少量渗血 术后咽部轻度疼

痛 上腹痛 上腹牵拉感 嗝气等[7].  另外 少数病

例可出现呼吸困难 缺氧 出血较多 缝合组织撕

裂 也有缝合处穿孔的个案报道[1]. 但一般来讲 该技

术是一项安全性较高的治疗方法. 关于他的禁忌证 我

们认为鼻腔不通畅 感冒 气管狭窄等会影响术中呼

吸通气 颈部过短 舌过大 口咽部畸形无法放置

套管 以及裂孔疝很大且疝无法复位者 应作为胃镜

下缝合治疗禁忌证或相对禁忌证[7] 术前应认真进行

研究 严格掌握可行性.

        GERD胃镜下缝合治疗是一项新的内镜治疗技术

其器械操作还较复杂 掌握具有一定难度. 初学者应先

进行动物实验或在有一定经验的医师指导下进行操作.

初期常遇到的困难或失败原因有缝合部位不恰当 逢

结松紧度及逢合包含组织不适当 缝合的组织撕裂等

这些问题一般在治疗10例次以上后 一次性治疗成功

率会明显提高.

      鉴于该技术开展时间较短 长期疗效 器械应用

适应证 禁忌证等问题仍需进一步研究总结.
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Abstract
AIM: To assess the expression of α-catenin in gastric car-
cinoma and to determine its relation with tumor clinico-
pathological features and patient survival.

METHODS: Immunohistochemical staining of α-catenin was
performed for 163 cases of gastric carcinomas,44 cases
of gastric dysplasia and 25 cases of intestinal metaplasia,
and 28  cases of atrophic gastritis.

RESULTS: Normal membranous staining was observed in
intestinal metaplasia and control biopsy specimens for α-
catenin. 76 % of tumors and 43 % of gastric dysplasia
were stained abnormally for α-catenin. Only one of atrophic
gastritis showed abnormal staining. Abnormal α-catenin
expression occurred more significantly in Borrmann /
 type than in Borrmann /  type (P <0.01) A signifi-

cantly higher proportion of signet-ring (91 %), mucinous
(79 %) and tubular adenocarcinomas (78 %) showed ab-
normal α-catenin expression compared with papillary
adenocarcinomas (47 %) (P <0.01) Morever, abnormal
α-catenin staining occurred more frequently in diffuse type
(95 %, 38/40) than in intestinal type tumors (68 %, 73/108)
(P <0.01). No association was found between abnormal
α-catenin and tumour invasive depth, lymph node metastasis
and distance metastasis (P >0.05, respectively). A survival
advantage was not noted in the tumors retaining normal
staining of α-catenin.

CONCLUSION: Abnormal expression of α-catenin occurs
frequently in gastric carcinoma, and is closely related to

its poor differentiation. Abnormal expression of α-catenin
in gastric dysplasia may be an early event in tumorigenesis.

Xu CP, Zhou YN, Chen Y. Relationship between abnormal expression
of α-catenin and biological behaviors of gastric carcinoma. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(9):1275-1278

摘要

目的: 检测 -连接素在胃癌及癌前组织的表达 并分析

其与临床病理学及患者生存的关系.

方法: 采用免疫组织化学方法检测163例胃癌 44例异型

增生 25例肠化生 28例萎缩性胃炎石蜡标本的 -连

接素表达水平.

结果: 肠化生以及对照组胃黏膜均保留正常的细胞膜染色;

萎缩性胃炎组仅有1例异常染色. -连接素在胃癌异常表

达率为76 %; 异型增生为43 %. Borrmann 型和Borrmann

型 - 连接素异常表达率显著高于Borrmann 型和

Borrmann 型(P <0.01). -连接素在管状腺癌 黏液腺

癌及印戒细胞癌的异常表达率分别为78 % 79 %和91 %

显著高于乳头状腺癌(47 %) (P  <0.01). -连接素在肠型胃

癌和弥漫型胃癌的异常表达率分别为68 % (73/108)和95 %

(38/40) 二者之间具有显著性差异 (P <0.01). -连接素

表达与胃癌浸润深度 淋巴结转移和远处转移无关(分别

P >0.05). -连接素正常表达患者并未显示生存优势.

结论: 胃癌组织广泛存在 -连接素表达异常 且异常表

达与分化程度差密切相关 -连接素表达异常可能是胃

癌发生 发展过程中的早期事件.

徐采朴, 周永宁, 陈渝. α-连接素表达与胃癌生物学行为的关系. 世界华人
消化杂志  2003;11(9):1275-1278

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1275.asp

0   引言

研究证明 细胞黏附功能下降是恶性肿瘤进展的关键

因素. 上皮细胞钙黏蛋白(E-cadherin)是一类介导同种上

皮细胞-细胞间黏附 具有维持组织结构完整性和极

性的钙依赖性跨膜蛋白[1-5]. E-钙黏蛋白的功能的发挥还

需要与其配体-连接素(catenin)结合成复合体[6-8]: β-连
接素与E- 钙黏蛋白直接结合 α- 连接素介导E- 钙
黏蛋白 /β- 连接素与细胞骨架的肌动蛋白相连. 因此
- 连接素表达下调可能影响E- 钙黏蛋白功能 并
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进而导致细胞黏附下降[9-11].

        此前 我们采用免疫组织化学方法对163例胃癌组

织E-钙黏蛋白和 β-连接素的表达情况及其与临床病
理学和生存期的关系进行了研究[12]. 本项研究中 我们

同样采用免疫组织化学方法对上述163例胃癌的 -连

接素( -Cat)表达进行检测 并分析其与胃癌生物学行

为之间的关系.

1   材料和方法

1.1 材料  收集1995-01/1997-12胃癌手术标本共163

例 男 123 例 女 40 例 年龄 28-77(平均 53 10)

岁. 排除手术后4 wk死亡病例; 所有病例术前均未进行

任何抗肿瘤治疗. 每例均有详细的临床资料和手术记录.

113例获得随访 随访时间为6-60 mo. 经 40 g/L甲醛

固定 石蜡包埋. 取胃镜黏膜活检标本85例 其中萎缩

性胃炎28例 肠化生25例(其中伴萎缩性胃炎13例)

异型增生32例(另手术标本12例 共44例); 取健康者

胃黏膜12名做正常对照. 胃癌分期参照TNM标准; 胃癌

组织学分类分别依据Lauren和WHO分类法; 胃癌大体

形态依据Borrmann分类法. 异型增生 萎缩性胃炎及肠

化生的诊断参照WHO胃组织学分类中心标准和国际胃

肠病理学会Padova国际分类标准(1998)[13].

1.2 方法  全部标本连续切片 每例 6 张切片 片厚

5 µm 1张HE染色 1张进行 -Cat 免疫组织化学
染色 其余切片备用. 正常胃黏膜组织作为阳性对照

用PBS代替第一抗体作阴性对照 癌旁5-6 cm正常组

织作为内对照. 免疫组化采用S-P法 -Cat单克隆抗

体和S-P试剂盒购自福州迈新生物技术开发公司. 染色

方法按S-P试剂盒说明进行. -Cat免疫染色阳性物质

呈棕褐色(图1). 根据文献将染色半定量计分 0分: 细胞

膜 质均未染色; 1分: 细胞质染色为主; 2分: 细胞膜 质

混合染色; 3分: 正常细胞呈细胞膜染色. 同一张肿瘤组

织切片 由于分化程度的差异 染色也存在差异 此种

情况以主导染色计分; 如染色差异超过20 %以上 则

以混合染色计分. 失去细胞膜染色被视为异常 即0-2

分为异常染色.

        统计学处理  采用 SPSS 8.0统计分析软件包进行统

计学处理. χ2检验分析 -Cat的表达与临床病理特征的
关系.

2   结果

2.1 胃癌及癌前病变组织 -Cat表达  对照组及正常癌

旁组织均保留细胞膜阳性染色 细胞-细胞连接处尤为

明显. 163例胃癌组织中 -Cat异常表达率为76.1 %. 44

例异型增生中 -Cat异常表达率为43.2 %. 萎缩性胃

炎仅1例表达异常; 肠化生组织 -Cat均表达正常(图1).

2.2 -Cat表达与胃癌大体形态的关系  胃癌组织以癌

肿最大直径分为小于5 cm 5-10 cm 大于10 cm等

三类. -Cat在癌肿小于5 cm 5-10 cm及大于10 cm

其异常表达率分别为50.0 % 86.8 %和87.2 %. 结果表

明随着癌肿大小的增加 α-Cat的异常表达率亦均显著
增高(P <0.005). 依据Borrmann分型 (139例) 胃癌大体形

态可分为Borrmann (隆起型) (溃疡型) (溃疡

浸润型)和 (弥漫浸润型)型. -Cat 在 Borrmann

及 型的异常表达率分别为50.0 % 85.7 %

72.6 %和 82.1 % α-Cat在 Borrmann 及 和 及
型之间 其异常表达率无显著差异.

A  正常细胞膜染色( 400).  B  低分化腺癌保留腺管处细胞染色, 并可
见核染, 余未着色( 200). C  中度肠化细胞膜正常染色( 400).
D  中-重度异型增生细胞未染色( 200).
图 1  -catenin的表达(SP).

A

B

C

D
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2.3 -Cat表达与胃癌组织学的关系  癌细胞局限于肌

层内(T1/T2期)与癌细胞已浸润至质膜或质膜以外(T3/T4期)

的胃癌之间 -Cat异常表达率无显著性差异 (P >0.05).

163例胃癌 淋巴结转移92例 转移率56.4 % 结果

显示 -Cat 的异常表达与淋巴结转移与否之间无显

著差异 (P >0.05). 本组胃癌远处转移34例(肝脏转移3

例 胰腺转移2例 腹腔种植7例 3组淋巴结转移22

例) 转移率20.1 % 结果表明 胃癌发生远处转移与

否 其 -Cat异常表达之间无显著性差异 (P >0.05). 依

据WHO分类 -Cat在管状腺癌 黏液腺癌及印戒细

胞癌的异常表达率分别为78.0 % 79.2 %和90.0 % 高

于乳头状腺癌(46.7 %) 具有显著性差异 (P <0.01) 未

分化癌因例数少(3例) 未统计处理. 根据Lauren分型

胃癌组织学可分为肠型(分化好) 弥漫型(分化差)和混

合型. 结果表明 弥漫型 -Cat异常表达率显著高于肠

型 (P <0.01表 1).

表1  α-Cat表达与胃癌组织学的关系

       -Cat表达N( %)
肿瘤病理 n

    正常    异常

T1/T2 65 16 (36.9) 49 (63.1)

T3/T4 98 23 (23.5) 75 (76.5)

淋巴结转移N0 71 20 (28.2) 51 (71.8)

 N1/N2 92 19 (20.7) 73 (79.3)

远处转移M0                                 129 33 (25.6) 96 (74.4)

  M1 34   6 (17.6) 28 (82.4)

乳头状腺癌 16   9 (53.3)  7 (46.7)a

管状腺癌            109 24 (22.0) 85 (78.0)

黏液腺癌 24   5 (20.8) 19 (79.2)

印戒细胞癌 11     1 (9.1) 10 (90.9)

未分化癌   3             0    3 (100)

肠型            108 35 (32.4) 73 (67.6)b

弥漫型 40     2 (5.0) 38 (95.0)

混合型 15   2 (13.3) 13 (86.7)

bP  < 0.01

2.4 -Cat 表达与生存时间的关系  本组163 例胃癌

中 1例术后12 d死亡 49例失访 最后随访病例113

例. 应用Kaplan-Meier曲线及Cox多元回归分析分析显

示: 患者半数生存期为1 067 (78-2 365) d; -Cat 异常

表达患者其平均生存时间为(1378 110) d 正常表达

者则为(1117 143) -Cat 表达与患者生存时间无

相关关系(P  = 0.914).

3   讨论

已发现E-钙黏蛋白-连接素复合体在人类众多恶性肿

瘤中表达异常. 国内外研究[14-17] 显示E-钙黏蛋白-连接

素复合体在胃癌的异常表达率为20-90 %. 此前 我们[12]

采用免疫组化对163例胃癌组织检测显示 E-钙黏蛋

白及 β-连接素异常表达率分别为46 %和48 % 本项
研究采用同样方法发现163例胃癌中 -Cat异常表达

率为74 % 以上结果表明胃癌广泛存在E-钙黏蛋白-

连接素复合体表达异常. 我们亦发现胃癌 -Cat表达异常

比E-钙黏蛋白和β-连接素频繁(χ2 = 35.1 P <0.01) 表
明在细胞恶性转化过程中 -Cat 更易于表达下调[18].

对97例胃癌癌前组织的检测发现44例异型增生中 19

例(43 %) -Cat表达异常 表明 -连接素表达下调可

能是胃癌发生 发展过程中的早期事件[19, 20]. 我们发现

-Cat表达与胃癌细胞分化程度密切相关 低分化腺癌

-Cat的异常表达率显著高于高/中分化腺癌(P <0.01)

表明 -Cat 在细胞分化机制中可能发挥某种重要作

用 可作为胃癌分化指标. 但 -Cat与浸润深度 淋巴

结转移及远处转移无相关关系.

         浸润和转移是癌症患者致死的首要原因. E-钙黏蛋

白介导的黏附系统已被公认为 浸润抑制系统 且

E-钙黏蛋白基因已被公认为抑癌基因[14, 21-23]. 当 E-钙

黏蛋白表达下调或功能障碍 将使同种细胞失去黏附;

而对于上皮性肿瘤 则意味肿瘤细胞具备侵袭性生长

的特点 并容易从原发灶脱落分离 向局部淋巴结转移

或远处转移. E-钙黏蛋白黏附功能的发挥 还要受其配

体-Cat调节. Cat是与E-钙黏蛋白关系最为密切的细胞

质黏附相关蛋白 在胞质内 β-连接素直接与E-钙黏
蛋白胞质区的细胞内肽段结合 -Cat 则将 β- 连接
素与细胞骨架的肌动蛋白微丝相连 共同形成E-钙黏

蛋白-连接素复合体 使E-钙黏蛋白集中定位于细胞

与细胞间的接触部位 从而介导同种细胞的连接和维

持细胞的极性. 因此 -Cat 具有调节E-钙黏蛋白功

能的作用 其表达下调将影响E- 钙黏蛋白介导的细

胞-细胞黏附活性 尽管此时E-钙黏蛋白和 β- 连接
素表达正常[19, 24]. 体外实验[25]证实 缺失 -Cat 的 PC9

肺癌细胞株 尽管E- 钙黏蛋白表达正常 但细胞-

细胞间黏附丧失; 而当转染 -Cat 基因后 细胞黏附

功能恢复. 我们发现胃癌 -Cat表达异常(73.6 %)比E-

钙黏蛋白(44.6 %)[12]更为频繁 表明那些E-钙黏蛋白

表达正常的胃癌细胞 由于 -Cat 失去表达或表达下

调 导致细胞-细胞间黏附下降 从而发生浸润和转

移[26-28]. 此外 β- 连接素异常生化修饰如酪氨酸磷酸
化可破坏E- 钙黏蛋白与 - 连接素的连接 也可影

响E-钙黏蛋白介导的细胞黏附功能[29].

        我们对获得随访的113例应用Kaplan-Meier曲线和

Cox多元回归方法进行分析 发现 -Cat 正常表达与

异常表达患者之间比较并无生存优势 (P = 0.914) 表

明 -Cat 表达与患者生存无相关关系.
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Abstract
AIM: To discover the incidence of gastric cancer in pre-
malignant gastric lesions and to evaluate the importance of
gastroscopy follow-up for gastric cancer at an early stage.

METHODS: A total of 1 417 patients received endoscopy.
Among them,750 patients who agreed to undergo annual
surveillance endoscopy were studied.

RESULTS: Among the 1 417 patients who received endoscopy,
64 had gastric cancer (4.5 %). 35.9 % of them were at
their early stage. 82 cancers were detected (10.9 %) during
the follow up period. 62 % of them were at their early stage
(62.2 % vs 35.9 %; P <0.005). Gastric dysplasia was fre-
quent in gastric cancers than in non-cancer group (37.0 %
vs 13.1 %; P <0.01) Intestinal metaplasia was also more
frequent in gastric cancer group than in non-cancer group
(67.1 % vs 58.1 %; P <0.01).

CONCLUSION: In patients with intestinal metaplasia or
dysplasia, endoscopic surveillance can detect most new
tumors at an early stage.

Wang MW, Yang SB, Zhang ZQ, Zhu QF, Wang GS, Li H, Yao C, Wu BY,
You WD. Gastroscopy follow-up study of premalignant gastric lesions in
senile patients. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(9):1279-1281

摘要

目的: 研究胃癌前黏膜变化发展演变的规律 以及胃镜检

查随访对胃癌早期发现的意义.

方法: 对1 417例患者进行胃镜检查 其中对750例进行

了胃镜随访检查.

结果: 在1417例中首次胃镜检查即诊断为胃癌者64例 发

现率4.5 %;在以后随访检查中又先后发现胃癌82例 (10.9 %)

随访中检出的胃癌中早癌占62.2 % (51/82) 显著高于首

次检出胃癌的早癌率35.9 % (23/64).胃癌组的异型增生检

出率(37.0 %)显著高于非癌组(13.1 %) 同样随访发现的胃

癌的累积肠上皮化生率(67.1 %)显著高于非癌组(58.1 %).

结论: 对胃黏膜异型增生和肠上皮化生等病变的检查随访有

利于胃癌(尤其是早期胃癌)的发现.

王孟薇, 杨少波, 张子其, 祝庆孚, 王刚石, 李晖, 姚晨, 吴本俨, 尤纬缔. 老年

人胃癌前黏膜癌变的胃镜随访. 世界华人消化杂志  2003;11(9):1279-1281

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1279.asp

0   引言

胃癌处于我国各种恶性肿瘤死亡率的首位 老年人面

临罹患胃癌的巨大威胁[1-10].早诊早治是目前提高胃癌存

活率的惟一有效措施[11-14].我们分析近20 a老年人群的

胃镜检查. 黏膜病理组织学变化及随访资料 最长随访

时间为11 a 以探讨胃癌癌前变化的演变规律及胃镜

检查随访对老年人胃癌早期诊断的意义.

1   材料和方法

1973/1997年资料完整胃镜检查老年人(大于 60岁)1 417
例 进行黏膜病理检查及随访研究 患者数月或数年行
胃镜检查1次 每次均取胃黏膜行病理检查 由2名以
上有经验的病理医师进行病理诊断 对肠上皮化生和
异型增生均分轻中重三度 对萎缩性胃炎则不分程度
对胃癌定位 分期及组织类型均作出判断. 1 417例中活
检部位:胃窦895例(63.2 %) 胃体部326例(23 %) 胃
底部105例(7.4 %) 贲门部91例(6.4 %). 1 417例中检
出胃癌者列为胃癌组 共146例(10.3 %) 未检出胃癌者
列为非癌组 共1 271例(89.7 %). 1417例中仅做1次
检查者667例 行2  次及以上检查者750例(共2 529例)
共行胃镜检查3 196例 其中胃癌组363例 (11.4 %) 非

癌组2 833例 (88.6 %).

       统计学处理  计数资料用 χ2检验或Ridit分析.
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2   结果

2.1胃癌的检出  在1 417例中首次胃镜检查即诊断为胃

癌者64例 发现率为4.5 % 在以后随访检查中又先

后发现胃癌 82 例 共发现胃癌 146 例 累计胃癌发

现率为10.3 % (146/1417) 其中随访检查发现者占所

有胃癌的56.2 % (82/146)胃窦69例 (47.3 %) 胃体36

例(24.6 %) 贲门部33例 (22.6 %) 胃底部8例 (5.5 %)

单纯腺癌126例 (86.3 %) 印戒细胞癌10例 (6.8 %) 混

合癌(腺癌+印戒细胞癌)10例 (6.8 %)早期74例 (50.7 %)

进展期72例 (49.3 %)在随访中检出的胃癌中早癌占62.2 %

(51/82) 显著高于首次检出胃癌的早癌率35.9 % (23/64)

χ2=9.915 P <0.005贲门部的早癌率27.3 % (9/33) 显著

低于其他部位的早癌率57.5 % (65/113) χ2=8.3448

P <0.005有萎缩性胃炎背景者早癌率为74.0 %  (37/50)

显著高于无萎缩性胃炎者早癌率43.8 % (14/32) χ2=7.5 937

P <0.005;有异型增生者其早癌率为84.8 %(37/46) 显

著高于缺乏异型增生环节者早癌率 33.3 % (12/36)

χ2=22.7553 P <0.001在146例胃癌中腺癌 印戒细胞癌

和混合癌的累积萎缩性胃炎检出率分别为48.4 % 20.0 %和

10.0 % 腺癌高于另两类癌 χ2=7.826 P <0.01;累积

肠上皮化生检出率分别为46.6 % 10.0 %和40.0 % 差

异无显著意义; 累积异型增生检出率为41.3 % 20.0 %

和 0 腺癌较高 χ2=8.1 P <0.05.

2.2 萎缩性胃炎与胃癌发生率  在 1417例首检发现萎缩

性胃炎552例 发现率为41.6 % 在以后检查中又发现

萎缩性胃炎282例 共834例 累积萎缩性胃炎率58.9 %

随访发现的胃癌的累积萎缩性胃炎率为61.0 % (50/82)

非癌组的累积萎缩性胃炎率为60.6 % 二者并无差别.

其中只有胃底部的胃癌组萎缩性胃炎率(75.0 %)高于非

癌组(27.8 %) χ2c=5.596 P <0.05.

2.3肠上皮化生与胃癌发生率  在1 417例首次肠上皮化

生检出率为43.4 % (615/1 417) 在以后检查中又发现

肠上皮化生184例 共799例 累积肠上皮化生发现率

为56.4 % 随访发现的胃癌的累积肠上皮化生率为67.1 %

高于非癌组(58.1 %)  两组中的中重度肠上皮化生比例胃

癌组(56.7 %) 高于非癌组(8.8 %) χ2=117.15 P <0.001

而且各部位均如此 非癌组无1 例重度肠上皮化生.

2.4  异型增生与胃癌发生率  在1417例首次检出异型增生

101例 占7.1 % 胃癌组16.4 % 非癌组6.1 % χ2=21.315

P  <0.01 在以后的检查中又陆续发现异型增生 120

例 共221例 累计异型增生检出率15.6 % 其中胃癌

组37.0 % 非癌组 13.1 % χ2=56.581 P <0.01. 以

异型增生的程度(轻 中 重)作Ridit分析 胃癌组无论

首次或累积程度分布均重于非癌组 累积分布R±SR分
别为0.6 211±0.0 217和0.4 861±0.0 046 P <0.01. 146例
胃癌中共有异型增生54例 其中中重度43 例 占79.63 %

而非癌组167例异型增生中 中重度43 例 只占28.74 %

差异有极显著意义 χ2=43.627 P <0.01.

3   讨论

近年来胃癌的早期诊断研究仍无突破性进展[11-14]本研究

显示准确胃镜检查并病理活检以及随访是目前发现早

期胃癌切实可行的最重要的手段 我们应用此方法发

现的老年人胃癌的早癌率达50.68 %. 其中贲门部的早期

胃癌率显著低于其他部位胃癌 除了贲门癌本身有不

同于其他部位胃癌的生物学特征外[15] 对贲门部病变

研究较少这也可能是其早癌率低的一个因素 临床上

应注意此部位的病变. 本组中随访发现的胃癌其早癌率

显著高于首次胃镜检查即发现者 说明在老年人群中

进行上述方式的动态观察对胃癌早期诊断有重要意义.

       胃癌的病因尚未阐明 一般认为是多因素作用和

多阶段的过程. 肠型胃癌的演变规律为: 正常胃黏膜 浅

表性胃炎 萎缩性胃炎 肠上皮化生 异型增生 胃

癌(肠型) 我们发现有萎缩性胃炎 肠上皮化生和异型

增生的胃癌其早癌率明显高 尤其是有异型增生者的

早癌率明显高于无异型增生者 说明医务人员和患者

对这些病变警惕性高 同时显示对癌前疾病(萎缩性胃

炎)和癌前病变(肠上皮化生和异型增生)的跟踪随访 有

利于老年人胃癌的早期诊断弥漫型胃癌的组织发生与

肠型胃癌有所不同 其癌旁多为胃固有黏膜 萎缩性胃

炎病变轻 肠上皮化生发生率低. 有人提出胃印戒细胞

癌可能有不同的组织发生过程 其常伴有一种特殊的

异型增生性化生(球样异型增生). 我们发现一些胃癌并不

经历萎缩性胃炎. 肠上皮化生和异型增生这些阶段 而

且这些胃癌的早癌率明显低. 含印戒细胞成分的胃癌(印

戒细胞型和混合型)较少出现萎缩性胃炎和异型增生等

变化. 以上说明我们若只对有癌前病变的老年人进行胃

镜随访 势必使一部分胃癌失去早期诊断的机会 对弥

漫型胃癌等的癌前变化需要进一步认识.

        癌前期变化可分为癌前病变和癌前状态(疾病) 胃

癌的癌前病变包括肠上皮化生和异型增生 老年人胃

癌癌前疾病主要是萎缩性胃炎 胃息肉和残胃等 我们

发现胃癌组萎缩性胃炎累积发现率与非胃癌组相似

故老年萎缩性胃炎不宜宠统称为癌前疾病 胃底部萎

缩性胃炎率胃癌组较非癌组高 胃底发现萎缩性胃炎

可能有较大的意义. 我们发现胃癌组累积肠上皮化生率

高于非癌组 两组中中重度肠上皮化生比例是胃癌组

显著高于非癌组. 对于肠上皮化生是否为胃癌前病变一

直有争议 本研究显示肠上皮化生是老年胃疾患中常

见的病变 把所有的肠上皮化生视为癌前病变显然是

不合适的 轻度肠上皮化生不应视为癌前病变 而中重

度肠上皮化生(尤其是重度)在胃癌发生中可能有意义

非癌组中无1例重度肠上皮化生.

       异型增生是目前公认的胃癌癌前病变 尤其是中

重度异型增生[16] 有研究表明按三级分类诊断为轻度

异型增生的病例 多数是慢性胃炎的反应性上皮增生

而非肿瘤性增生[17] 本组发现胃癌组的异型增生累积

检出率和程度均高于非癌组 结果支持上述观点. 我们



还发现非癌组也有较高的中重度异型增生率 有的病

例发现重度异型增生后随访最长达6 a未发现癌 其异

型增生减轻或消失 提示即便是重度异型增生仍可以

逆转 或是这些重度异型增生为 点状  病变 再

活检时未能发现. 研究发现胃癌的癌前病变中的增生细

胞核抗原标记指数显著高于非胃癌患者的癌前病变[18]

说明不同的癌前病变有不同的转归 如何进行区分是

一个重要课题.

     目前惯用的 癌前病变 和 癌前疾病 的概念

和标准均较模糊 患者 临床医师 病理医师和科

研人员对此均存在困惑 所谓 癌前 理论上是基

本会发展成为癌的情况 本研究显示 萎缩性胃

炎 肠上皮化生 和 异型增生 等均未达到这

一要求 有必要更新癌前变化的概念 提出新的指标

近年分子生物学研究表明 在胃癌癌变过程中有多种癌

基因和抗癌基因发生结构和表达异常[19-30] 寻找特异的

胃癌相关基因或许会提供这种可能. 当然 目前对老年

人 萎缩性胃炎 肠上皮化生 和 异型增生

等进行跟踪随访对胃癌的早期诊断仍具有相当大的现实

意义 但仅随访这些癌前变化 不会利于发现弥漫型胃

癌 这是跟踪胃癌癌前病变的一个局限 应当重视.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of recombinant adenoviruses
carrying the endostatin-VEGI151 fusion gene AIerapy on
gastric carcinoma in nude mice.

METHODS: Human gastric carcinoma SGC7901 cells (5×106)
were injected sc into the dorsal midline of nude mice (3
weeks old), and 500 µL (1012 TCID50/L) of recombinant
adenoviruses AdCA13-hENDO-VEGI151 or AdLacZ was given
respectively sc every other day for ten times. Twenty-four
hours after the last injection, tumor size, inhibition rate,
expression of target gene, proliferating cell nuclear antigen
label index (PCNA LI), apoptotic index (AI), and intratumoral
microvessel density (MVD) were evaluated respectively
after the mice were sacrificed.

RESULTS: Compared with the control group AdLacZ (2 356±
1 140 mm3), the average tumor size of group AdCA13-
hENDO-VEGI151 was reduced in size(328±156 mm3, F =12.42,
P =0.0125) with an inhibition rate of 86.1 %. The adenoviruses
carriyring the target gene could be expressed in gastric
carcinoma. The PCNA LI of the treated mice (0.13±0.09 %)

was lower than the contol (1.40±0.53 %, F =22.30, P =0.0 033).
The AI was higher in the treated mice (5.09±0.25 %) than
in the control (0.61±0.67 %, F =155.13, P =0.0 001). The
MVD was lower in the treated mice (0.06±0.03 % ) than in
the control (1.09±0.76 %, F =7.38, P =0.0 348).

CONCLUSION: The recombinant adenovirus carrying fusion
gene of hENDO-VEGI151 can express the fuion protein in
gastric carcinoma in nude mice and inhibit the tumor growth.

Pan X, Li Z, Zhang M, Wang Y, Pan W, Qi ZT. Therapeutic effect of
endostat in-vascular endothel ial  growth inhibi tor recombinant
adenoviruses on gastric carcinoma in nude mice. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2003;11(9):1282-1285

摘要

目的: 研究重组腺病毒携带hENDO-VEGI151融合基因治疗

胃癌的可行性.

方法: 分别用500 µL滴度为1 1012TCID50/L的粗制重组
腺病毒AdCA13-hENDO-VEGI151或AdLacZ皮下注射治疗

荷胃癌裸鼠 隔天1次 共注射10次. 最后一次注射24 h

后处死动物 检测肿瘤体积 抑瘤率 目的基因的表

达 增生细胞核抗原指数(PCNA LI) 肿瘤细胞凋亡指数

(AI) 肿瘤微血管密度(MVD).

结果: 注射AdCA13-hENDO-VEGI151的治疗组肿瘤体积为

328 156 mm3 注射AdLacZ的对照组肿瘤体积为2 356

1 140 mm3 差异显著(F =12.42 P =0.0125) 抑瘤

率为86.1 %; 重组腺病毒携带的目的基因均能在荷胃癌裸

鼠肿瘤组织中表达; 治疗组PCNA LI为0.13 0.09 % 对

照组为1.40 0.53 % 差异显著(F =22.30 P =0.0033);

治疗组AI为5.09 0.25 % 对照组AI为0.61 0.67 %

差异显著(F =155.13 P =0.0 001); 治疗组MVD为0.06

0.03 % 对照组MVD为1.09 0.76 % 差异明显(F =7.38

P =0.0348).

结论: 重组腺病毒携带的融合基因能在荷胃癌裸鼠体内表达

出有生物学活性的融合蛋白 并表现出一定的抑瘤效果.

潘欣, 李喆, 张珉, 王泳, 潘卫, 戚中田. 内皮抑素-血管内皮细胞抑制因子重

组腺病毒对荷胃癌裸鼠的治疗. 世界华人消化杂志  2003;11(9):1282-1285
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0   引言

以新生血管作为肿瘤治疗的 靶点 目前已成为国内



外研究的热点[1-6]. 内皮抑素可以引起内皮细胞G1期阻

滞 特异性抑制血管内皮细胞增生 促进细胞凋亡[7-9];

VEGI151能维持G0/G1期细胞生长阻滞 诱导进入细胞周

期的细胞发生凋亡 使血管内皮系统处于静止状态[10-13].

这两种血管生成抑制因子抑制内皮细胞增生的机制可

能差异较大 但将二者的基因进行融合 表达出的融

合蛋白可能可以阻断肿瘤血管生成的不同环节 提高

治疗效果. 我们利用重组腺病毒携带hENDO-VEGI151融

合基因治疗荷胃癌裸鼠 以期为肿瘤的抗血管生成基

因治疗提供新的思路.

1   材料和方法

1.1 材料  AdCA13-hENDO-VEGI151重组腺病毒和AdLacZ

重组腺病毒为本室包装鉴定 兔抗人Endostatin 多克

隆抗体由德国汉若威的Stanker教授惠赠; 由人胚肾上皮

细胞经Ad5基因片段转染后转化而成的293细胞 人胃

癌SGC7903细胞为本室保存; 3周龄Balb/c裸小鼠购

于本校动物实验中心; HRP酶标羊抗兔IgG mAb DAB

X-gal DMEM 等均购于华美生物工程公司; 鼠抗人

CD34 mAb试剂盒 PCNA免疫组化试剂盒 细胞凋亡

检测试剂盒购于武汉博士德生物工程有限公司.

1.2 方法  包装鉴定过的重组腺病毒AdCA13-hENDO-

VEGI151或AdCA13-LacZ 50 µL加200 µL完全培养液感
染293细胞 约2d (48 h)分别收集呈CPE表现的细胞

及上清 -70~-37 反复冻融3次 经0.45 µm滤膜
过滤 所得滤液为粗制重组腺病毒(混合克隆) -70 

保存. 两种重组腺病毒的滴度用TCID50法测定.

1.2.1 重组腺病毒治疗荷胃癌裸鼠[14-18]  8只3周龄Balb/c

裸小鼠 背部皮下以5 106接种生长良好的SGC7901

细胞悬液. 待 10 d长出2-3 mm直径的肿瘤后 随机分

成2组 每组4只 瘤体内注射AdCA13-hENDO-VEGI151
或AdLacZ 500 µL 隔天注射1次 共注射10次. 最
后 1次注射24 h后拉断颈椎 剥离瘤体 用游标卡尺

测量肿瘤短径(a) 长径(b) 按公式V= πa2b/6计算肿瘤
体积 按下式计算抑瘤率: 抑瘤率=[(对照组肿瘤的平均体

积-实验组肿瘤的平均体积)/对照组肿瘤的平均体积]

100 %; 称肿瘤质量. 瘤体用40 g/L 多聚甲醛固定 常

规病理切片 行苏木精伊红(HE)染色 免疫组化染色及

凋亡染色(TUNEL法)鉴定; 注射AdLacZ的剪下部分瘤

体 直接做冰冻切片进行 β-半乳糖苷酶报告基因的检
测. 冰冻切片用X-gal染色液染色 伊红衬染 镜下观察

计算重组腺病毒AdLacZ感染蓝染细胞面积百分率.

1.2.2 融合蛋白及PCNA在胃癌组织中的表达[19]  石蜡

切片常规脱蜡 水化 置3 mL/L H2O2 20 min 后用柠

檬酸-柠檬酸钠缓冲液浸泡组织切片 微波炉中95 

5 min修复抗原 更换柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液后重复

1次; 0.01 mol/L PBS 洗 3次 3 min/ 次; 加入兔抗人

Endostatin 多抗(1 200) 4 过夜; PBS洗 6次 3 min/

次; 加入HRP酶标羊抗兔 IgG mAb(1:500) 37 孵育

40 min PBS洗 6次 3 min/ 次; 然后以DAB显色15

m i n 苏木精衬染 盐酸乙醇分化 脱水 透明

甘油封片后 光学显微镜检查. PCNA免疫组化按说明

书操作 阳性表达定位于细胞核 经免疫组化染色后

呈棕黄色. 每组裸鼠观察4张切片(以下同) 在 200 倍

视野下 每张切片随机选取3个视野 计算PCNA指

数(PCNA Label Index PCNA LI): PCNA LI=(阳性细胞

面积 /癌细胞总面积) 100 %.

1.2.3 肿瘤组织原位细胞凋亡检测  采用TdT介导的DNA

末端原位标记染色法(TUNEL法)检测 按说明书方法操

作 凋亡细胞的细胞核染呈棕黄色. 在200倍视野下 每

张切片随机选取3个癌区 计算凋亡细胞在全部癌细胞

中所占的比例. 癌细胞凋亡指数(apoptotic index AI): AI=

(凋亡细胞面积 /癌细胞总面积) 100 %.

1.2.4 肿瘤内微血管密度(microvessel density MVD)测定

采用鼠抗人CD34 mAb的标记链霉亲和素-生物素免疫

组化方法染色 200倍视野下 每张切片计数3个血管

密度最高区的微血管数并求其均数.

        统计学处理  应用KS400图像分析系统(carl zeiss)进

行形态定量观察 每张切片随机取3个中倍视野(10 20

367 855.85 µm2) 测定每个视野的阳性面积百分比
以阳性面积百分比X平均灰度作为该视野的染色强度

3个视野的平均染色强度作为该例的染色强度. 数据用

SAS软件做方差分析.

2   结果

扩增后的两种粗制重组腺病毒用TCID50法测定病毒滴

度均为1 1012 TCID50/L. 重组腺病毒AdCA13-hENDO-

VEGI151经PCR鉴定证实融合基因存在.

2.1 重组腺病毒治疗荷胃癌裸鼠  荷胃癌裸鼠经粗制重

组腺病毒治疗20 d后 瘤体积明显小于对照组(图1) 裸

鼠其他脏器无肉眼可见的病变.治疗组(注射AdCA13-

hENDO-VEGI151)与对照组(注射AdLacZ)间的肿瘤体积差异

显著(328 156 mm3 vs 2 355.6 1 140.2 mm3 F =12.42

P =0.0 125) 抑瘤率为86.1 % 治疗组和对照组间肿

瘤质量差异显著(0.34 0.09 g vs 2.47 0.31 g F =177.69

P =0.0 001) 注射AdCA13-hENDO-VEGI151重组腺病

毒有较明显的治疗效果. 注射重组腺病毒AdLacZ的胃

癌组织冰冻切片 X-gal 染色后组织学检查 可见胃

癌细胞蓝染 经KS400 图像分析系统计算 报告基因

LacZ 经腺病毒转移到裸鼠胃癌细胞中的转染效率为

59.8 1.8 % (图 2).

2.2 重组腺病毒AdCA13-hENDO-VEGI151及PCNA在胃

癌组织中的表达  裸鼠胃癌组织切片用兔抗人Endostatin

多抗免疫组化检测 细胞质染呈棕黄色(图 3). 裸鼠胃

癌组织切片用PC10 mAb免疫组化检测 细胞核染呈

棕黄色 对照组PCNA LI为 1.40 0.53 % 治疗组为

0.13 0.09 % 对照组和治疗组间PCNA LI差异显著

(F =22.30 P =0.0033).
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2.3 原位细胞凋亡检测  切片用TUNEL法检测 细胞

核染呈棕黄色 对照组AI为 0.61 0.67 % 治疗组为

5.09 0.25 % 对照组和治疗组间AI差异显著(F =155.13

P =0.0 001).

2.4 微血管密度测定  切片用鼠抗人CD34 mAb免疫组化

检测 血管内皮细胞染呈棕黄色.对照组MVD为1.09

0.76 % 治疗组为0.06 0.03 % 对照组和治疗组间

MVD差异明显(F =7.38 P =0.0 348).

A: AdCA13-hENDO-VEGI151治疗; B: AdLacZ治疗.
图1  重组腺病毒瘤内注射治疗20 d荷胃癌裸鼠外观.

图2  裸鼠胃癌组织X-gal 染色 冰冻切片伊红衬染.
图3  AdCA13-hENDO-VEGI151治疗荷胃癌裸鼠的肿瘤组织免疫组化染色图.

3   讨论

目前的研究认为 利用内源性血管生成抑制剂开展基

因治疗是较有前途的治疗策略[20, 21]. 由于内皮抑素与血

管内皮细胞抑制因子均为内源性的蛋白分子 对肿瘤

生长都有较好的抑制作用 因此我们利用重组腺病毒

携带融合的两个强效内源性血管生成抑制基因 治疗

荷胃癌裸鼠 抑瘤率达到86.1 %. 但肿瘤生长只是被抑

制 延缓 其大小并没有减小 与直接注射内皮抑素蛋

白使肿瘤消退还存在很大差距. 将X-gal 染色片与兔抗

人Endostatin 多抗免疫组化检测结果相比较 LacZ基

因的表达效率(阳性面积59.8 1.8 %)似乎要高于融合

基因的表达效率(阳性面积2.03 0.11 %). 我们认为这

两种染色方法本身差异很大.

       PCNA为酸性蛋白 仅在增生细胞中合成和表达

是DNA多聚酶的一种辅助蛋白 为DNA合成所必需

在 G 0早期不表达 G 1期开始表达 S 期达到高峰

G2/M期减少 是反应细胞增生活性的常用指标[22-26]. 本

结果表明 治疗组肿瘤的增生细胞核指数(PCNA LI)显

著低于对照组 说明重组腺病毒表达的融合蛋白对肿

瘤的增生能力存在明显的抑制作用 这种抑制作用是

直接引起的还是通过其他途径引起的 还需进一步阐

明. 凋亡是正常细胞或病变细胞主动激发的一种以 自

杀 机制 恶性肿瘤具有无限增生能力的重要原因之一

就是丧失自发性凋亡的能力. 凋亡细胞的特征是DNA分

解 结果产生DNA单链或双链缺口 我们采用TUNEL

方法[27, 28] 即在末端脱氧核糖核酸转移酶的作用下

用地高辛-核苷酸标记两种缺口3 -OH末端 再用酶

标记地高辛抗体予以显色. 实验结果表明治疗组肿瘤的

凋亡指数(AI)明显高于对照组.

         虽然新生血管生成是肿瘤发生和发展过程中的早期

事件 与肿瘤细胞的自发性凋亡是两个既相互独立又

相互联系的事件 但肿瘤细胞的凋亡受肿瘤组织新生

血管化程度的影响十分显著. 微血管密度实验能较好地

反映新生血管的生成状况[29, 30] 实验结果显示 治疗

组肿瘤的MVD明显低于对照组 说明融合蛋白可能通

过抑制内皮细胞增生 降低微血管密度 从而降低肿瘤

细胞的增生速率 增加细胞凋亡.

       总之 重组腺病毒携带的融合基因能在裸鼠体内

表达出有生物学活性的融合蛋白 并表现出一定的抑

瘤效果. 重组腺病毒表达的融合蛋白 其治疗效果是否

能倍增单基因表达蛋白的治疗效果 还有待深入研究.
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Abstract
AIM: To study the expression of PKC β1 and PKC β2 in
carcinoma tissue, dysplasia and intestinal metaplasia of
early gastric carcinoma.

METHODS: Forty two cases of early gastric carcinoma were
randomly selected from the file of PUMH during 1998-2001.
The expression of PKC β1 and PKC β2 was investigated by
immunohistochemistry method. The staining pattern of PKC
β1 and PKC β2 was compared among carcinoma,dysplasia,
intestinal metaplasia,and normal gastric tissue.

RESULTS: In normal gastric mucosa , PKC β1 and PKC β2
were strongly positive in fundic glandular epithelium, but
negative in pyloric and entire surface of mucine-secretion
epithelial cells. PKC β1 showed positive staining not only in
the glandular cells at the neck region and but also in the
follicular center cells of lymphoid tissue. However, PKC β2
was negative in those areas. Most importantly, PKC β1
demonstrated much stronger staining in carcinoma, dysplasia
and intestinal metaplasia, especially in intestinal carcinoma,
compared to normal gastric mucosa. There was no sig-
nificant difference of PKC β1 positivity between intramucosa
carcinoma and submucosa carcinoma.

CONCLUSION: The expression of PKC β1 may be related
to the proliferation of gastric epithelium. Our findings
strongly indicate that elevated expression of PKC β1 may
be an early event in the pathway of gastric carcinogenesis.

Feng RE, Chen J, Cui QC, Zhan Y, Wang ZY. Expression of PKC β1 and
PKC β2 in early gastric carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;
11(9):1286-1289

摘要

目的: 观察PKC β1和 PKC β2 在早期胃癌癌组织及其癌周
不典型增生和肠上皮化生中的表达.

方法: 对42例早期胃癌胃全切标本的癌组织 癌旁不典型

增生 肠上皮化生及正常胃黏膜进行PKC β1和 PKC β2
免疫组织化学染色.

结果: 正常胃黏膜上皮颈部散在PKC β1 阳性细胞 黏膜
表面上皮细胞及幽门腺PKC β1和 PKC β2阴性; 胃底腺壁
细胞和主细胞PKC β1和 PKC β2呈强阳性. 胃黏膜内淋巴
滤泡中心区PKC β1 强阳性 PKC β2 阴性; 相反 淋巴
滤泡帽带区PKC β1 阴性 而PKC β2 强阳性. 胃癌 癌
旁不典型增生 肠上皮化生PKC β1的表达明显增强 而
PKC β2的表达无明显增强. 肠型胃癌PKC β1的表达明显
高于弥漫型. PKC β1的表达与早期胃癌的浸润深度无关.

结论: PKC β1在胃黏膜腺上皮颈部和淋巴滤泡中心的强阳
性表达提示PKC β1可能与细胞的增生活性有关; 胃癌及癌
前病变中PKC β1的表达增强显示PKC β1参与了胃癌的癌
变过程 并可能在癌变早期发生改变.
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0   引言

蛋白激酶(protein kinase PKC)是一组广泛分布的丝氨

酸/苏氨酸蛋白激酶同功酶 可催化多种底物蛋白丝氨

酸/苏氨酸残基的磷酸化 影响细胞生物信息的传递和

细胞内环境的稳定. PKC β1和PKC β2为PKCβ 基因通
过旁路剪接编码的2个不同的蛋白 二者基因组成中只

有羧基末端最后的50 个氨基酸成分不同. 近年来 研

究表明PKC在多种肿瘤细胞的癌变 转移 调亡及肿

瘤对化疗药物的敏感性等过程中发挥重要作用[1-9]. 文献

报道 PKC β 在早期前列腺癌中的表达明显下降[10]. 在
致肠癌的小鼠中 PKC β2 在癌组织及癌前病变中的表
达增强[11]. 因此 推测他们是前列腺癌和肠癌癌变早期

发生改变. PKC β1的过表达可以抑制消炎痛诱发的胃癌
细胞株的调亡[12]. PKC β1和PKC β2 在早期胃癌及癌前
病变中的表达国内外文献均未见报道.

        胃癌癌变是一个多种因素参与的连续性病变过程.

特别是肠上皮化生 不典型增生作为胃癌的癌前病变



引起临床的重视. 我们将观察PKC β1和PKC β2在早期
胃癌患者癌组织 癌旁肠上皮化生 不典型增生和正常

胃黏膜的表达. 从而推测PKC β1和PKC β2在胃癌癌变
过程中的作用.

1   材料和方法

北京协和医院1998/2001 年早期胃癌切除标本42例

癌组织及其周围约2 cm范围组织全部取材 并按1 1

比例画图 标注每一组织块部位. 石蜡包埋 常规制

片. 显微镜下标注每张切片肿瘤部位 再对应标注于图

上 按图所示测量肿瘤大小. 按 Lanren 分型把胃癌分

为肠型 弥漫型和混合型.

       选取每例癌组织 癌旁不典型增生 肠上皮化生

所在组织块 把无上述病变的部位视为相对正常胃黏

膜. 对以上部位进行Envision法免疫组织化学染色. PKC

β1和 PKC β2均购自Santa Cruz PKCβ1: Cat No. SC-
209 cPKC (C-16) rabbit ; PKC β2: Cat No. SC-210-G cPKC
 (C-18) Goat. 其他免疫组化所用试剂均购自 Dako. 免

疫组化采用Envision二步法. 具体为: 切取5 mm厚切片

常规脱蜡 水化 切片置于微波炉内处理15 min PKC

β1 和 PKC β2 浓度均为1 50 孵浴30 min. Envision
TM孵浴10 min. DAB 显色 苏木素复染 封片. 扁桃体

组织作为阳性对照; 阴性对照中一抗改为兔及羊血清.

        显微镜下观察PKC β1和PKC β2在每例癌组织 癌
旁不典型增生 肠上皮化生及正常胃黏膜中的表达. 选

取典型视野计数阳性细胞数 阳性细胞数小于10 % 为

阴性 10-50 %为弱阳性(+) 大于50 %为强阳性(++).

数据经 χ2检验.

2   结果

42 例早期胃癌 男 34 例 女 7 例 年龄 29-76 岁;

肠型胃癌27例 弥漫型12例 混合型3例; 22例癌组

织局限于黏膜内 20例癌组织侵及黏膜下层. 1例有胃

周淋巴结转移.

       免疫组化染色PKC β1和PKC β2均位于细胞胞质
内 呈棕黄色颗粒状. 42 例癌周正常胃黏膜中 黏膜

上皮颈部散在PKC β1阳性细胞 (图 1) 幽门腺黏液上
皮细胞及黏膜表面上皮细胞PKC β1阴性. 17例癌周正
常胃黏膜中可见胃底腺 胃底腺壁细胞和主细胞PKC

β1呈强阳性(图2). 33例切片胃黏膜可见淋巴滤泡 滤
泡中心细胞PKC β1 强阳性 帽带区淋巴细胞呈阴性
(图3). 胃黏膜间质中的淋巴细胞和浆细胞阳性.

       42 例胃癌组织中 29例癌细胞胞质PKCβ1 强阳
性 4例弱阳性 8例阴性. 29例癌周可见不典型增生上

皮 PKC β1在22例不典型增生上皮呈强阳性(图4) 5
例弱阳性 2例阴性. 34例癌周可见肠上皮化生 其中

14 例 PKC β1 强阳性(图 5) 14 例弱阳性 6例阴性.
与正常胃黏膜相比 癌组织 癌旁不典型增生及肠上皮

化生中PKC β1的表达明显增强(P <0.001) 而三者之

间相比无明显差异(P >0.05 表 1).

表1  PKC β1在不同胃黏膜组织中的表达强度

         PKC β1

++ + -

胃癌 29 4 8

肠型 23 3 1

弥漫型  3 2 7

混合型  3 0 0

黏膜内癌 17 2 3

黏膜下癌 12 3 5

不典型增生 22 3 5

肠化 14            14 6

正常  0 0            42

        27例肠型胃癌中 23例癌细胞胞质PKC β1强阳性
(图6) 3例弱阳性 1例阴性; 12例弥漫型胃癌 3例PKC

β1 强阳性 2例弱阳性 7例阴性. 二者比较PKC β1
在肠型胃癌中的表达明显增强  (P <0.001 表 1).

       22例癌组织局限于黏膜内 其中 17例呈强阳性

2例弱阳性 3例阴性. 20例癌组织侵及黏膜下层 其

中 12 例呈强阳性 3 例弱阳性 5 例阴性. 二者比

较PKC β1 的表达无明显差异 (P >0.05 表 1).

图1  PKC β1在正常胃黏膜腺上皮颈部散在阳性 ×60.

图 2  PKC β1在胃底腺阳性 ×60.

       PKC β2在癌周正常胃黏膜表面上皮细胞阴性 幽
门腺黏液上皮细胞阴性. 17例癌周正常胃黏膜中可见胃
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底腺 胃底腺壁细胞和主细胞PKC β2呈强阳性(图7).
33例切片胃黏膜可见淋巴滤泡 滤泡中心细胞PKCβ2
阴性 帽带区淋巴细胞呈强阳性(图8). 胃黏膜间质中的

淋巴细胞和浆细胞阳性.

图3  PKC β1在胃黏膜淋巴滤泡中心区阳性, 帽带区及周边区阴性 ×100.

图 4  PKC β1在不典型增生中阳性 ×100.

图 5  PKC β1在肠上皮化生中阳性 ×100.

图 6  PKC β1 在肠型胃癌中阳性 ×100.

图 7  PKC β2 在胃底腺阳性, 幽门腺阴性 ×60.

图 8  PKC β2在胃黏膜淋巴滤泡中心区阴性, 帽带区阳性 ×60.

        42 例胃癌组织中 3例癌细胞胞质PKC β2弱阳
性 29例阴性. 37 例癌周可见不典型增生上皮 PKC

β2在 2例不典型增生上皮呈弱阳性 35例阴性. 34例
癌周可见肠上皮化生 均呈 PKC β2阴性. 与正常胃黏
膜相比 癌组织 癌旁不典型增生及肠上皮化生中PKC

β2 的表达无明显增强 三者之间相比无明显差异.

3   讨论

关于PKC与胃癌的关系的研究 文献中主要用体外胃

癌细胞株或测定胃癌组织PKC的活性[13-18]. PKC各同功

酶亚型在胃癌组织及胃正常黏膜中的表达和定位未见

研究报道. 因此 我们对早期胃癌组织及其周围癌前病

变和正常黏膜进行免疫组织化学染色 观察他们在以

上组织中的表达和定位. 我们首次报道了PKC β1 和
PKC β2 在正常胃黏膜组织的表达及分布. PKC β1 和
PKC β2 在正常胃黏膜上皮细胞 幽门腺黏液细胞阴
性 胃底腺壁细胞和主细胞阳性. 胃黏膜淋巴滤泡中心

区PKC β1 阳性 PKC β2 阴性. 帽带区PKC β2阳性
PKC β1阴性. PKC β1和 PKC β2在胃底腺壁细胞和主
细胞中的强阳性表达提示他们可能与胃底腺的分泌活

动有关. 我们注意到有实验测定胃癌和胃正常组织PKC

β的活性 以比较二者的不同 我们建议应用此方法
时正常组织的选取应分清胃窦和胃体及胃底 以避免

胃底腺对结果的影响.

        PKC β1和PKC β2是PKC β 基因通过旁路剪接编
码的2个不同的蛋白 二者基因组成中只有羧基末端
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最后的50 个氨基酸成分不同 但二者具有相反的生物

学作用. 本实验显示PKC β2与PKC β1在早期胃癌及胃
正常黏膜的表达截然不同 在早期胃癌 癌旁不典型增

生及肠上皮化生中PKC β1的表达增强 PKC β2无明显
改变. 在正常胃黏膜淋巴滤泡中心区PKC β1 强阳性
PKC β2阴性; 相反 帽带区PKC β1阴性 PKC β2阳性.
       PKC 根据发生作用时协同因子的不同 分为三

组 共12 种同功酶亚型. 其中 传统型PKC 包括 α
β1 β2 和 γ 4 个同功酶亚型. 各种 PKC同功酶亚型
在不同肿瘤中的作用不同[19-23] 文献报道 在致肠癌的

小鼠中 PKC β2 在癌组织及癌前病变中的表达增强[11] 

膀胱正常组织和低度恶性移行细胞癌中PKC β2的表达
增强 而高低恶性肿瘤中的表达减弱[24] 本结果显示

PKC β2在早期胃癌癌前病变和正常组织中的表达未见
明显差异.

        本实验显示PKC β1在早期胃癌 癌旁不典型增生
及肠上皮化生中的表达明显增强. 表明PKC β1的表达
在胃癌及其癌前病变中发生改变. PKC β1在不典型增生
及肠上皮化生中的表达增强 提示PKC β1在胃癌中的
改变可能发生在癌变早期. 肠型胃癌与弥漫型比较

PKC β1在肠型胃癌中的表达明显增强.
        PKC β1在胃黏膜上皮颈部和淋巴滤泡中心区呈强
阳性表达 以上部位均为细胞增生活性较强的部位 因

此PKC β1可能与细胞的增生活性有关. 增生活性是胃
癌癌变中的一个重要因素. 与我们以上的推测相一致

体外胃癌细胞株研究表明PKC的活性与胃癌细胞的调

亡有关[25] PKC β1 能抑制胃癌细胞的调亡 其作用
可能与p21(waf1/cip1)有关[12].

       有文献报道 PKCb与胃癌细胞株的浸润性相关

PKC β抑制剂能降低胃癌细胞株的生长和血管的形成. 为
了观察PKC β1 和 PKC β2 的表达与胃癌浸润性的关
系 我们把早期胃癌分为癌组织局限于黏膜内和浸润

到黏膜下两组 结果表明 此两组PKC β1和 PKC β2
的表达未见明显差异. PKC与胃癌浸润性的关系尤待大

样本进一步的研究.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of diallyl disulfide(DADS) on
human gastric cancer MGC803 cell line in vitro.

METHODS: The effect of DADS was confirmed by MTT
assay, cell growth curve analysis, cell viability detection,
clony formation in soft agar and inversion microscopy.

RESULTS: In vitro growth of MGC803 cells was significantly
inhibited by DADS in a dose-dependent manner (P <0.05)
when MGC803 cells were cultured for  96 hours , and at a
higher concentration of 35 mg/L. The inhibiting effect of
DADS displayed a time-dependent manner (P <0.05). Cell
viability decreased from 97.4 % in negative control group
to 80.4 % in treatment group. There was no significance
existed between the two groups (P >0.05), and average
doubling time was delayed from 33.75 h in negative control
group to 84.0 h in treatment group (P <0.05).Clony for-
mation ratio was also decreased from 1.23 % in negative
control group to 0.33% in treatment group (P <0.05). After
treated by DADS, MGC803 cells showed plemorphic and
atypia declining, small size, uniform spindle shape, abun-
dant cytoplasm and smaller nuclei.All these appeared in
20 mL/L DMSO treated MGC803 cells as well as in DADS-
expose cells.

CONCLUSION: The effect of growth inhibition of DADS on
human gastric cancer MGC803 cells in vitro is Signifecant

and exhibits a dose-dependent manner.

Zhang LY, Ling H, Su Q, Song Y, Liang XQ. Inhibitory effect of diallyl
disulfide on human gastric cancer cell line MGC803 in vitro. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(9):1290-1293

摘要

目的: 研究二烯丙基二硫(DADS)对人胃癌MGC803细胞生

长的抑制作用.

方法: 采用MTT法 生长曲线分析 细胞活力检测 双

层软琼脂集落形成率 及倒置显微镜等方法 观察DADS

对体外培养的人胃癌MGC803细胞的影响.

结果: DADS对MGC803细胞具有明显的生长抑制效应

且呈剂量-效应依赖关系(P <0.05). 培养 96 h 35 mg/L

DADS的抑制作用呈时间-效应依赖关系(P <0.05). 细胞群

体倍增时间由33.8 h延长至DADS处理后的84.0 h (P <0.05);

细胞存活率分别为阴性对照组97.4 %和DADS处理组80.4 %

(P >0.05); 软琼脂集落形成率由1.23 %下降到0.33 % (P <0.05).

阴性对照组细胞多角形 圆形 体积大 多形性明显

核大小不一 见双核及核仁 细胞生长紧密呈堆叠生长.

DADS处理后细胞异型性降低 为形态一致的梭形 体

积小 境界清楚而分散 胞质丰富 核明显变小.

结论: DADS对体外培养的MGC803细胞具有明显的增生抑

制作用 且呈现剂量-效应依赖关系.

张良运, 凌晖, 苏琦, 宋颖, 梁晓秋. 二烯丙基二硫对人胃癌MGC803细胞生

长的影响. 世界华人消化杂志  2003;11(9):1290-1293
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0   引言

胃癌是最常见的恶性肿瘤之一[1-9] 尤其在我国的发病

率和死亡率仍居首位[10-12]. 流行病学调查显示 食用大

蒜可以减少胃癌的发生率与死亡率[13]. 研究表明 大蒜

及其烯丙基硫化物对结肠癌 白血病 乳腺癌 肺

癌等均有明显的抑制作用[14-17]. 本室以前研究证实大蒜

可以抑制MNNG诱发大鼠腺胃癌和癌前病变[18] 同时

具有抗突变 抗癌变和促进淋巴细胞转化等功能[19-22]

并发现二烯丙基三硫(diallyl trisulfide DATS)可抑制胃

癌MGC803细胞生长[23]. 现研究不同浓度的二烯丙基二

硫(diallyl disulfide DADS)对体外培养的人胃癌MGC803

细胞的作用.



1   材料和方法

1.1 材料  MGC803细胞(为人胃低分化黏液癌 山东师

范大学生物系建株 从湖南医科大学肿瘤所引进)用含

100 mL/L小牛血清的RPMI1640 (GIBCO)培养液置37 

含 50 mL/L CO2 恒湿 恒温培养箱中培养. 取对数生

长期细胞 按所需细胞浓度接种于培养瓶或培养板内

待细胞完全贴壁6 h后 换用含或不含药物的培养液

培养至预定时间. 实验设立不同浓度的DADS (Fluka

d420=1.0 Mr 146.28 纯度 80 % 含 10-20 % DAS)

DAS (Fluka d420=0.887 Mr 114.21 纯度 97 %)处理

组 20 mL/L DMSO的阳性对照组 Tween 80+ 生理

盐水溶媒对照组以及常规培养的阴性对照组.

1.2 方法  取对数生长期细胞 接种于96孔平底培养

板 细胞贴壁 6-8 h 后 加入处理因素 继续培养

96 h. 然后加入5 g/L  MTT (AMRESCO) 20 µL液培养6 h
即终止培养. 加入DMSO (SIGMA)振摇10 min 以溶解

细胞内外形成的甲簪 置酶联免疫检测仪以空白对照

组调零 读取各孔A570值(取6复孔). 按公式计算: 抑制

率(IR %)=(1-实验组A570值/0对照组A570) ×100 %. 细胞
活力检测采用台盼蓝排斥法 倒置显微镜下计数活细

胞与死细胞. 按公式计算: 细胞活力(%)=活细胞数/(活细

胞数+死细胞数)×100 %. 双层软琼脂集落形成实验用三
蒸水制备15 g/L 和 9 g/L 两个浓度的低溶点琼脂糖溶

液 高温高压灭菌后维持于 40 0C 水浴中; 同时制备

3×RPMI1640 培养液(含 300 mL/L 小牛血清和3倍双
抗) 保存于 37 温箱中. 临用时 1 2混合琼脂糖与

3×RPMI1640 培养液 调整细胞浓度使最终细胞接种
量为1000 个 / 孔. 每组 3个平行样本 2 wk 后观察集

落形成情况并计数集落数 计算集落形成率. 取对数生

长期细胞 接种于24孔培养板. 每 24 h取 3孔细胞记

数 每孔记数4次 求出三孔细胞的均值 连续96 h绘

制生长曲线. 肿瘤细胞群体倍增时间TD按公式计算:

TD=t×lg2/lg(Nt/N0)(Nt为 t时间的细胞数 N0为初种细胞
数). 对活细胞在接触处理因素前后细胞形态学及生长状

况的变化进行动态观察.

        统计学处理  采用SPSS10.0 for Windows统计软件进

行方差分析 χ2检验 协方差分析及Poisson分布分析

确定 P <0.05为差异有显著性统计学意义.

2   结果

2.1 MTT法测细胞的吸光度A570   DADS浓度由20 mg/L-1

增至45 mg/L时 MGC803细胞的生长抑制率由15.1 %

提高到65.8 % 呈明显的浓度依赖关系 且表明DADS

对MGC803细胞的IC50在25-30 mg/L之间(表1). 方差分

析显示 各浓度组之间均有显著性差异(P <0.05). 根据

表3的结果绘制DADS对MGC803细胞生长抑制效应量-

效曲线图1. 当DAS浓度在40 -100 mg/L时 对MGC803

细胞生长具有一定的抑制作用 抑制率由6 %递增至

20 %(表 2) 但浓度低于40 mg/L时 其对MGC803细

胞的生长几无影响. 在DADS溶液的实验浓度范围内

DAS最大含量为10 mg/L 此浓度对MGC803细胞生长

无影响. 可以认为DADS溶液对MGC803细胞的生长以

抑制作用是由其单一成分DADS 作用所致. DMSO 对

MGC803细胞的生长抑制作用也呈现出浓度依赖关系.

当DMSO浓度由1.0 %增加到2.5 %时 生长抑制率由

11.3 %递增至57.5 %. 方差分析 各浓度组之间有显著

性差异(P <0.05 表3). DMSO对MGC803细胞的IC50值

接近于2.0 %. 本实验选取2.0 %的DMSO作为阳性对照.

表1  DADS处理MGC803细胞96 h内的吸光度值(n =6)

DADS (mg/L)

  0   20   25   30   35   40   45

sx ± 0.73 0.62 0.46 0.34 0.27 0.27 0.25

           0.068     0.038     0.049     0.055    0.065     0.024      0.051

抑制率(%)   0.0 15.1 37.0 56.2 63.1 63.1 65.8

表2  DAS处理MGC803细胞96 h内的吸光度值(n =6)

   DAS(mg/L)

      0       10         20      30        40       50        60       80      100

sx ±          0.54    0.52     0.54     0.54     0.54     0.51     0.49     0.48     0.43

                0.053  0.045    0.060   0.067   0.054   0.046    0.041   0.044   0.058

抑制率(%)   0.0     3.7       0.0      0.0       0.0      5.5       9.3     11.1    20.4

表3  DMSO处理MGC803细胞96 h内的吸光度A570值(n =6)

DMSO(mL/L)

    0       10       15       20       25

sx ±   0.80      0.73       0.63       0.41      0.34

0.089     0.061     0.076     0.069     0.036

抑制率 (%)    0.0      11.3       21.3       48.7      57.5

图1  DADS对MGC-803细胞生长抑制效应.

2.2 生长曲线及时间-效应曲线  根据细胞生长曲线(图 2)

绘制 35 mg/L-1 l 25 mg/L-1的DADS 2.0 % DMSO及

Tween 80溶媒对MGC803细胞生长抑制作用的时间-效

应关系曲线(图 3). 2.0 %DMSO对MGC803细胞生长抑制

作用于72 h达到高峰(56.95 %)而后下降 呈现时间-

效应依赖关系; DADS在35 mg/L-1时 随培养时间的延

长 细胞生长抑制率随之增加 72 h后进入平台期 呈
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内见许多颗粒; 大部分细胞体积小 贴壁紧密 分散存

在 细胞境界清楚; 细胞核明显变小 未见核分裂(图5).

表 4  处理前后MGC803细胞群体平均倍增时间

       DADS(mg/L)
参数                   MGC803    DMSO T80

20      25      30      35

初种细胞数( 104)       1.5   1.5  1.5       1.5     1.5     1.5     1.5

细胞记数( 104)       14.44 7.46    14.06    12.77   9.48    6.46   4.44

倍增时间(h)         33.75         50.74    34.21    35.99 42.90  56.99 83.96

表 5  MGC803细胞存活率改变

      DADS (mg/L-1)
参数            MGC803  DMSO   T80

              35          30         25         20

死细胞数    7   10   13   22   38   28 100

活细胞数 261 130 247 117 156 172 559

细胞活力(%)   97.37     92.87     95.00     84.21    80.38     86.00     84.83

表6  软琼脂培养MGC803细胞克隆集落形成率

DADS(mg/L)
       MGC803   DMSO    T80

            20 25        30           35

接种细胞数    1 000      1 000     1 000     1 000     1 000    1 000      1 000

sx ±          12.33        8.67    13.00  10       7.67      4.33       3.33

         1.247       0.471    0.816     0.816     1.699     1.247     1.247

相对集落形成率(%)     70.32   5.4     81.10      62.21    35.12      27.01

图4  未处理MGC803 细胞 20.

图 5  DADS 处理后MGC803 细胞 20.
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现时间-效应依赖关系; DADS在 25 mg/L-1时 随时间

的延长 细胞生长抑制率稍有增加而近成直线 表明

25 mg/L-1的DADS对MGC803细胞生长抑制效应稳定

与时间无关(P <0.05). Tween 80溶媒对MGC803细胞生

长抑制作用于第24 h为最大 而后随时间的延长 其

对MGC803细胞生长抑制效应逐渐降低.

图2  MGC803细胞生长曲线.

图3  DADS 对MGC803细胞抑制作用的时间效应.

2.3 细胞群体倍增时间和活力  常规培养的MGC803细

胞群体倍增时间为33.8 h; 当DADS浓度由20 mg/L增加

到35 mg/L时 其细胞群体倍增时间由36.0 h 延长到

84.0 h 表明MGC803 细胞经DADS 作用后 其细胞

群体倍增时间明显延长 细胞增生周期延长 从而细

胞增生速度减慢. 20 mL/L DMSO也将MGC803细胞群体

倍增时间延长至50.7 h Tween 80对MGC803细胞群体

倍增时间无影响(表4). DADS处理组细胞存活率比常规培

养的MGC803对照组有所下降 但无统计学差异(P >0.05);

DMSO及Tween 80与常规培养的MGC803对照组间亦无

差异性(P >0.05 表 5).

2.4 集落形成和镜检  经DADS和DMSO处理后的MGC803

细胞集落形成能力明显降低. Poisson 分布检验表明

除20 mg/L DADS组  DMSO组与对照组细胞集落形成

率无差异性(P >0.05)外 25mg/L 30mg/L 35 mg/L

DADS各组均有显著性差异(P <0.05 表6). 未处理组与

Tween 80溶媒组的细胞形态呈多角形 圆形 细胞体

积大 边缘不清 多形性明显; 胞质较丰富 饱满而

透亮; 核大小不一 可见核分裂 双核及核仁; 细胞生

长紧密甚至呈堆叠生长(图4). DADS与DMSO处理组细胞

形态变化明显 由多角形为主变为形态一致 以梭形为

主 胞质丰富透亮 可见部分圆形漂浮的细胞 其胞质
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3   讨论

DADS是大蒜主要有效成分烯丙基硫化物中的一类低分

子量非水溶性化合物. 近年来研究表明 DADS对结肠

癌 白血病 乳腺癌 肺癌等多种肿瘤均有明显的抑制

作用[14-17]. 关于DADS抗癌机制 目前认为可能与其可

明显增加GST QR EH等解毒酶的活性[24, 25]; 刺激淋巴

细胞增生 增强巨噬细胞吞噬能力 促进IL-2 TNF-

IF- 释放 提高NK LAK细胞活性; 阻断细胞周期

演进 使细胞停滞于G2期  诱导肿瘤细胞凋亡[14-16] ; 干

扰癌细胞信号传导途径 影响癌基因与抑癌基因的表

达有关. 而DADS对人胃癌细胞生长抑制的研究不多. 我

们采用MTT法 生长曲线分析 细胞活力检测 双层

软琼脂集落形成率及倒置显微镜等方法 观察DADS对

体外培养的人胃癌MGC803细胞的影响. MTT比色实验表

明 DADS作用MGC803细胞后 DADS浓度由20 mg/L

增至45 mg/L时 MGC803细胞的生长抑制率由15.1 %

提高到65.8 % 呈现浓度-效应依赖关系 各浓度组之

间均有显著性差异(P <0.05) DADS 对MGC803细胞的

IC50在25 -30 mg/L之间 且DADS浓度大于35 mg/L

时 MGC803细胞的生长抑制率并不随DADS浓度增加

而增加. 我们同时对DADS中所含DAS的作用进行了实

验 结果显示DAS浓度在40 mg/L以下时 其对MGC803

细胞生长无影响. 因而可以提示 DADS对MGC803细胞

的生长抑制作用仅仅是单体DADS作用的结果. 集落形成

率结果显示 经DADS和DMSO处理后的MGC803细胞

集落形成能力明显降低 除20 mg/LDADS组 20 mL/L

DMSO组无差异性外 25mg/L 30mg/L 35 mg/L DADS各

组与对照组均有显著性差异(P <0.05).

       细胞过度增生 分化与凋亡的阻遏是肿瘤的基本

特征. 我们发现DADS在一定浓度范围内对MGC803细

胞具有良好的生长抑制作用且呈剂量-效应依赖关系;

较高浓度(35 mg/L) DADS对MGC803细胞的生长抑制作

用还表现出时间-效应依赖关系 25 mg/L DADS则作

用稳定 与接触时间无关. MGC803细胞在DADS处理

后其细胞群体倍增时间明显延长 而细胞存活率与阴

性对照之间无显著性差异 表明DADS抑制MGC803细

胞生长作用不是直接杀伤细胞而使进入分裂增生的细胞

数量减少所致 这与阳性对照的DMSO结果相一致. 综合

形态学观察 DADS处理后MGC803细胞异型性降低 为

形态一致的梭形 体积小 胞质丰富 核明显变小 提

示DADS可能具有诱导MGC803细胞分化的作用.
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Abstract
AIM: To observe the expression of PTEN protein in gastric
cancer and precancerous lesions, and to investigate the
relationship between PTEN expression and the pathogenesis
of gastric cancer.

METHODS: Normal gastric mucosa,chronic superficial gastritis,
atrophic gastritis without intestinal metaplasia, atrophic
gastritis with intestinal metaplasia, moderate and severe
dysplasia, early and advanced gastric cancer, 60 cases
each group, were selected for PTEN protein expression by
SP immunohistochemistry.

RESULTS: The expression of PTEN encoding product in
normal gastric mucosa was 100 %. For chronic superficial
gastritis, atrophic gastritis without intestinal metaplasia,
atrophic gastritis with intestinal metaplasia, moderate
dysplasia, severe dysplasia, the PTEN protein expression
rate was 98.3 %, 91.6 %, 78.3 %, 75 %, 63.3 %,respectively.
The expression of PTEN protein in early stage and advanced
gastric cancer was 61.7 % and 43.3 % respectively. Among
the 120 cases of gastric cancer, 76 cases were intestinal
type gastric cancer, the PTEN protein expression was 60.5 %,
44 cases were diffuse gastric cancer , the PTEN protein
expression was 38.6 %.

CONCLUSION: The expression of PTEN protein is downregulated

in the process of gastric cancer, PTEN protein can be used
as a maker to evaluate the biological behaviours of gastric
cancer.

Li YL, He XM, Zheng HC, Wu DY, Yang XF, Xin Y, Fu BY. Expression of
PTEN encoding product in malignant lesions of gastric mucosa and its
significance. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(9):1294-1296

摘要

目的: 观察抑癌基因PTEN编码产物在胃黏膜癌变过程中的

表达 探讨PTEN表达与胃癌发生的关系.

方法: 选取胃镜下正常胃黏膜 慢性浅表性胃炎 萎缩性

胃炎无肠化 萎缩性胃炎伴肠化 中度不典型增生 重度

不典型增生标本各60例 选取手术后早期胃癌 进展期

胃癌标本各60例 应用S-P免疫组化方法检测各种胃黏

膜病变中PTEN编码产物表达 比较其表达与胃癌发生的

关系.

结果: PTEN编码产物在正常胃黏膜 慢性浅表性胃炎 无

肠化萎缩性胃炎 伴肠化萎缩性胃炎 中度异型增生 重

度异型增生 早期胃癌和进展期胃癌中的阳性表达率分别

为100 % 98.3 % 91.6 % 78.3 % 75 % 63.3 %

61.7 % 43.3 %. 在检测的120例胃癌中 肠型胃癌76例

PTEN表达率为60.5 % 弥漫型胃癌44例 PTEN表达

率为38.6 %.

结论: PTEN基因编码蛋白在胃癌发生过程中进行性下调

PTEN蛋白表达可作为判定胃癌生物学行为的客观指标.

李异玲, 何向民, 郑华川, 吴东瑛, 杨雪飞, 辛彦, 傅宝玉. 胃黏膜癌变过程中

PTEN基因编码产物的表达及意义. 世界华人消化杂志  2003;11(9):1294-1296
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0   引言

PTEN/MMAC1/TEP1 (phosphatase and tensin homologue

deleted on chromosome ten/mutated in multiple advanced

cancers/TGF-β-regulated and epithelial cell-enriched
phosphatase)是 一个新的肿瘤抑制基因[1, 2]. PTEN基因异

常在肿瘤的发生发展过程中起重要作用[3-5] 与胃癌的

浸润和转移有关[6, 7] 我们研究PTEN编码产物与胃癌

癌前期病变的关系如下.

1   材料和方法

1.1 材料  2001-2002 年胃镜中心活检 正常胃黏膜

慢性萎缩性胃炎不伴肠化 慢性萎缩性胃炎伴肠化



中度不典型增生 重度不典型增生病例各 60 例 年

龄29-74 (平均55岁); 肿瘤科术后大体标本 早期胃癌

及进展期胃癌各60例 术前未化放疗 年龄36-68 (平

均54岁). 经 HE染色 病理医生诊断. PTEN mAb (浓

缩液)和 S-P试剂盒购自福州迈新公司.

1.2 方法  标本经甲醛固定 石蜡包埋 5 µm连续切
片用于S-P免疫组织化学染色. PTEN染色定位在细胞

质内. 由两位观察者随机选择5个有代表性的视野计数

100个细胞来确定PTEN的染色强度. PTEN在组织中的

表达强度分级如下: 阳性细胞小于或等于5 %为阴性(-);

5-25 %为弱阳性(+); 25-50 %为阳性(++); 大于50 %为

强阳性(+++).

        统计学处理  采用 χ2检验比较各组间比率的差异
应用Spearman分析等级资料. P <0.05为差异具有显著

意义 所有数据均利用SPSS10.0 统计学软件处理.

2   结果

PTEN 蛋白在正常胃黏膜 慢性浅表性胃炎 萎缩性

胃炎不伴肠化 萎缩性胃炎伴肠化 中度异型增生 重

度异型增生 早期胃癌和进展期胃癌的阳性表达率分

别为100.0 % (60/60) 98.3 % (59/60) 91.6 % (55/60)

78.3 % (47/60) 75.0 % (45/60) 63.3 % (38/60) 61.7 %

(37/60) 43.3 % (26/60).所检测的120例胃癌中 肠型

胃癌76例 PTEN表达率为60.5 % 弥漫型胃癌44例

PTEN表达率为38.6 %. (图 1-6).

图1  萎缩性胃炎无肠化PTEN阳性表达 ×40.

图 2  萎缩性胃炎伴肠化PTEN表达降低 ×20.

图 3  中度不典型增生PTEN表达降低 ×20.

图 4  重度不典型增生PTEN表达降低 ×20.

图 5  早期胃癌PTEN表达降低(左下阳性表达处为正常黏膜)×20.

图 6  弥漫性胃癌PTEN表达降低 ×40.

3   讨论

PTEN在各种癌中总的突变率为5-40 % 其间的差异
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可能由于组织学类型和临床分期的不同[8-16] 目前认为

在具有遗传倾向的结直肠肿瘤如青少年多发性息肉病中

发病率较高 而在散发性结直肠癌中发病率较低[17-19]. 胃

癌是常见的消化道肿瘤 在胃癌的发生中 从正常胃黏

膜上皮转化成癌是一个多步骤的过程 他是由于多种

基因异常在多年的阶段中积累的结果 其中涉及到多

种癌基因 抑癌基因 端粒及端粒酶 细胞黏附因子及

DNA错配修复基因的异常和积累[20-34] 本结果表明

在从慢性胃炎-萎缩性胃炎-肠上皮化生-异型性增

生 - 癌变的过程中 PTEN 的阳性表达率逐渐降低

缺失率逐渐升高. PTEN蛋白在正常胃黏膜中为100 %表

达 在慢性浅表性胃炎中的表达率为98.3 % 与正常

胃黏膜相比 无显著差异(χ2=0.000 P =1.000). 在无肠
化的萎缩性胃炎中的表达率为91.6 % 而在伴有肠化的

萎缩性胃炎中表达率为 78.3 % 二者之间差异显著

(χ2=4.183 P =0.041) 而无肠化的萎缩性胃炎与慢性浅
表性胃炎相比 二者间无显著差异(χ2=2.807 P =0.094)
说明抑癌基因PTEN对于增生性萎缩性胃炎向恶性转化

过程中起重要作用. 不典型增生组PTEN缺失率较萎缩性

胃炎伴肠化高 且有显著差异(χ2=4.076 P =0.042)
但对于中度 重度不典型增生 PTEN缺失频率之间无

显著差异(χ2=1.915 P =0.166) 但 Spearman 分析结
果显示表达强度有差异 说明随着增生程度的增加

抑癌基因的缺失也越来越明显. 在从不典型增生向癌的

发生过程中 PTEN呈持续性缺失 PTEN在弥漫性胃

癌的缺失率较肠型胃癌高 其间有显著差异(χ2=5.355
P =0.021) 说明随着肿瘤恶性程度的增加 PTEN的

缺失率增高.

        总之 我们认为抑癌基因PTEN蛋白在胃癌的发生

过程中进行性下调 其缺失在癌前期病变萎缩性胃炎

伴肠化阶段就开始出现 一直持续到进展期胃癌 并且

随着恶性程度的增加 PTEN蛋白缺失率增高 其机

制可能与抑制细胞生长 迁移 铺展和局部黏附 促

进血管形成等有关 但对于PTEN蛋白表达为原生型还

是野生型 这种缺失发生于转录前还是转录后 还需要

通过分子生物学的研究来进一步明确.
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Abstract
AIM: To investigate the prognostic factors and the relationship
between clinicopathologic parameters and biological properties
in advanced gastric cancer.

METHODS: In tumor samples from 61 primary advanced
gastric cancer patients with curative resection, following
parameters of sex, age, tumor size, grade of differentiation,
depth of invasion, lymph node metastasis, lymphatics invasion
and TNM stage were evaluated. In addition, DCs infiltration,
PCNA-LI and AI were examined by TUNEL (terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated deoxyuridine triph-
osphate biotin nick end labeling) or immunohistochemical
methods. The prognostic impact of these parameters was
analyzed by univariate and multivariate survival analysis.

RESULTS: PCNA-LI, AI and DCs infiltration were significantly
correlated to lymph node metastasis, TNM stage and differen-
tiation grade. Univariate Kaplan-Meier analysis showed that
depth of invasion, lymph node metastasis, TNM stage,
PCNA-LI and infiltration of DCs had prognostic significances
for survial (Log-rank test, P <0.05), while multivariate Cox
analysis indicated that only tumor size (RR=2.328) and
TNM stage (RR =5.251) were independent prognostic factors
for survival.

CONCLUSION: In advanced gastric cancer, UICC TNM stage
and tumor size are independent prognostic factors, and
infiltration of DCs and proliferation of cancer cells play a
role in the prognostic outcome.

Huang HL, Wu BY, You WD, Shen MS. Prognostic factors and pathology
of advanced gastric cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(9):
1297-1301

摘要

目的: 研究机体免疫因素和肿瘤生物学行为与进展期胃癌病

理之间的相关性 比较并筛选对进展期胃癌预后有影响的

指标.

方法: 获得61例行根治性切除术的进展期胃癌预后资料

用免疫组化(SABC法)和TUNEL (原位末端标记)方法检测

组织切片中胃癌细胞增生细胞核抗原标记指数(PCNA-LI)

树突状细胞(DCs dendritic cells)浸润密度 凋亡指数

(AI apoptosis index) 研究上述指标和病理之间的相关

性并进行单因素 多因素生存分析.

结果: PCNA-LI DCs AI 与 TNM分期 淋巴结转移

淋巴管浸润 胃癌分化有相关性. 单因素生存分析表明胃

癌患者的年龄 性别 病灶的大小 肿瘤分化 是否

有淋巴管癌栓 AI等与胃癌预后无关. 胃癌分期 浸润深

度 淋巴结转移 PCNA-LI DCs 浸润密度是胃癌预后

的影响因素(Log-rank test  P <0.05). 多参数回归生存分析

表明肿瘤大小(RR=2.328)  UICC (1997 年)TNM分期

(RR=5.251)是胃癌预后的独立影响因素(P <0.05).

结论: UICC的胃癌TNM分期是判断胃癌预后有价值的指

标. 胃癌细胞本身生物学特性和机体的免疫状态与胃癌病理

有一定相关性并且参与了对胃癌预后的影响.

黄海力, 吴本俨, 尤纬缔, 申明识. 进展期胃癌病理和预后影响因素的关系.
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0   引言

胃癌的恶性程度 病理特点 预后以及对治疗的不同

反应与肿瘤的生物学特性和机体的免疫状态有关[1-3]. 肿

瘤的增生 凋亡是肿瘤生物学特性的主要指标[4] 肿

瘤局部浸润的树突状细胞数量和功能反映了机体抗肿

瘤的免疫状况 [5]. 我们随访获得了进展期胃癌根治术后

患者61例生存资料 用免疫组化和原位凋亡技术检测

了手术切除组织切片中的DCs浸润和胃癌细胞的增生

和凋亡 分析他们对预后的影响.

1   材料和方法

1.1 材料  1994/2001年在我院行根治性胃大部切除或胃

全切的进展期胃癌随访获得61例患者 术前没有经过

放化疗以及免疫治疗 影像学检查和手术探查未发现
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有远隔脏器转移 手术切除标本残端以及切缘均未见

有残留癌细胞. 男 47 例 女 14 例 年龄 27-85(平均

59)岁 随访时间1994/05/03-2002/05/01(平均 37 mo)

其中死亡30例. SABC 试剂盒购自武汉博士德公司 S-100

兔抗牛多克隆抗体及PCNA鼠抗人单克隆抗体PC-10

为北京中山公司产品.

1.2 方法  所有组织切片经过病理科医师复核确认 不

包含坏死区域 能够反映肿瘤浸润的最深部位. 病理诊

断均为胃腺癌 肿瘤的分期和分级依据UICC (1997年)

标准. 免疫组织化学采用4 µm厚的连续石蜡切片 SABC
法染色按照试剂盒说明书操作 以TBS代替一抗作为

阴性对照. TUNEL法检测胃癌细胞原位凋亡采用德国

(boehringer mannheim)公司TUNEL试剂盒 按照试剂

盒说明书操作. 用 TBS代替TUNEL反应液作为阴性对

照 阳性对照片经DnaseI预处理30 min后按照试剂盒

操作. PCNA 阳性细胞细胞核染成颗粒样或片状棕黄

色 400 镜下随机观察5个能代表总体染色情况的阳

性信号相对密集区域 计数1000个癌细胞中PCNA阳

性细胞所占比例 PCNA-LI=PCNA阳性细胞数/1 000

100 %. DCs细胞为S-100阳性 细胞核和细胞质均为

黄染 400 镜下随机计数5个视野中S-100阳性细胞

总数 /5 用DCs数 /HP表示DCs浸润密度. 细胞核呈

黄色深染或者有明显凋亡形态学改变的为凋亡胃癌细

胞 400 镜下随机选择10 个视野 避开坏死区域

计数1 000个胃癌细胞 其中凋亡细胞所占比例即AI=

凋亡细胞数 /1000 100 %.

         统计学处理  采用SPSS 10.0统计软件包. 各组PCNA-LI

AI DCs 浸润程度用均数 标准差( sx ± )表示 上述

指标的组间差异进行 t检验和单因素方差分析(F检验);

频数比较用χ2检验. 单因素生存分析采用Kaplan-Meier
方法 Log-rank检验生存率的显著性差异. 多因素生存

分析采用Cox比例风险模型. 上述统计结果判断: P <0.05

为差异有显著性.

2   结果

2.1 临床病理和DCs浸润 PCNA-LI AI之间的相关性

PCNA-LI平均数为52.4±13.4 % AI均数为3.3±1.4 % DCs
浸润平均密度为7.2±5.4个/HP(图1-5). 进展期胃癌患者
性别 年龄 肿瘤的部位 大小 浸润深度与DCs浸润

PCNA-LI AI均无相关. 而TNM分期 淋巴结转移 淋

巴管浸润 胃癌分化与DCs  PCNA-LI AI有相关性(表

1). 有无淋巴结转移组DCs浸润密度分别为5.5±4.4/HP和
8.51±5.57/HP 两组差异有显著性(P =0.03); 随肿瘤分期
的进展 DCs浸润有逐渐减少的趋势 I II III期胃癌

中DCs浸润数量分别为11.2±6.1/HP 6.3±4.4/HP和 5.
5 ±5.2/HP 单因素方差分析表明I期胃癌与II III 期
间有统计学差异(P =0.04). 进一步以DC浸润均值7.2/HP

为界分为高低DC 浸润组 χ2检验提示两组间 I II
III期胃癌构成比例分别为10/11/4和4/21/11 差异有显

著性(P =0.036). 有淋巴结转移组PCNA-LI为57.9±11.7 %
高于无淋巴结转移组49.6±13.5 % (P =0.015) 有无淋巴管
癌栓组PCNA-LI分别62.0±12.9 % 51.8±13.1 % 二者
差别有统计学意义(P =0.034). II III 期胃癌PCNA-LI

高于I期胃癌 单因素方差分析显示组间差异有显著性

(P =0.006). 进一步以PCNA-LI均值50 %为界分为高低

PCNA-LI组 两组淋巴结转移率分别为55.6 %和28.0 %

χ2检验差异有显著性(P =0.033). 胃癌凋亡仅与细胞分化
有关 低 中 高分化胃癌 AI 分别为 2.2±0.7 %
3.4±1.1 % 3.5±1.3 % 单因素方差分析表明低分化
胃癌AI低于中 高分化胃癌(P =0.048).

表1  进展期胃癌临床病理和DCs浸润, 细胞增生和凋亡( sx ± ) 的相关性

变量                        n            DCs/HP          PCNA-LI/ %           AI/ %

      男                     47              7.1±5.5            51.9±13.7            3.3±1.2

       女                    14               7.6±4.9            57.7±11.9            3.4±1.3

年龄  小于60岁     25               8.7±5.8            50.9±12.2            3.5±1.2

大于或等于60岁    36              6.1±4.9            54.9±14.2            3.2±1.2

部位  贲门和胃底   27              5.7±4.4            52.3±14.7            3.2±1.2

         胃体              10              6.9±5.6            56.5±14.6            3.2±0.7

        胃窦或幽门    24              9.0±5.9            53.1±11.8            3.6±1.4

直径  小于5 cm      37              7.4±5.5            53.7±14.2            3.3±1.1

大于或等于5 cm     24              6.8±5.2            52.7±12.4            3.3±1.4

浸润  肌层              26              8.7±5.9            49.7±12.8            3.1±1.4

         浆膜层          35              6.1±4.7            55.9±13.4             3.5±1.1

分化 低分化           34              6.7±4.9            54.8±14.2             2.2±0.7a

       中分化             21             8.4±5.8            51.9±12.9             3.4±1.1

       高分化              6              6.2±6.8            49.6±11.3             3.5±1.3

淋巴结转移  无      34              8.5±5.6a           49.6±13.5a            3.6±1.3

                    有      27              5.5±4.4            57.9±11.7             2.9±1.1

淋巴管癌栓  无      52              7.7±5.5            51.8±13.1a            3.4±1.2

                    有        9              4.3±4.1            62.0±12.9             2.9±1.1

分期  I                   14             11.2±6.1b           44.1±10.6b           3.6±1.5

        II                   32              6.3±4.4             54.4±13.7            3.1±1.2

       III                   15              5.5±5.2            59.4±11.2             3.3±0.9

aP <0.05, bP <0.01 vs 组间.

2.2 影响根治术后进展期胃癌预后的因素  Kaplan-Meier

单因素生存分析并用Log-rank检验生存率差异 与胃

癌预后相关的因素有肿瘤TNM 分期 浸润深度 淋

巴结是否转移 PCNA-LI DCs 浸润密度 各组3 a

生存率与中位生存时间如 表 2所示 仅肌层浸润的胃

癌预后好于浸润至浆膜层者(P =0.0145) 无淋巴结转

移的胃癌预后好于有淋巴结转移者(P =0.0001) TNM

分期越晚预后越差(P =0.0000) 胃癌细胞增生指数越

高则预后越差(P =0.017) DCs 浸润密度高者预后好于

DCs浸润低者(P =0.03) 而患者的性别 年龄 肿瘤

部位 分化程度 肿瘤大小 是否有淋巴管癌栓等

因素与胃癌预后无关. 对胃癌临床病理 胃癌细胞增

生 凋亡以及DCs 浸润等多项指标进行Cox 逐步回归
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分析. 仅有UICC TNM分期和肿瘤的大小是胃癌预后的

独立影响因子. 其相对危险度均大于2 说明随肿瘤直

径的增大和肿瘤分期的进展预后越来越差(表3). 而肿瘤

浸润深度 淋巴结转移 PCNA-LI DCs 浸润密度只

能作为预后影响相关因子 而不是独立预后影响因子.

表2  进展期胃癌预后有关因素

变量 3 a生存 中位生存 χ2值   P值

率 sx ± /% 时间(d)

浸润  肌层 68.5±10.0 2 250 5.98 0.0 145

         浆膜层 54.2±90a 1 170 a

淋巴结转移无 86.4±6.4 1 620 16.19 0.0 001

       有 28.5±9.2b    690b

分期      I 90.0±9.5     缺 27.16 0.0 000

             II 70.7±8.31    590

            III 17.8±10.5b    540b

PCNA-LI  高 49.8±8.8    930 5.69 0.0 170

     低 76.5±9.4a 1 800a

DCs浸润   高 70.4±9.5 1 800 4.71 0.0 300

     低 53.3±8.9a 1 170a

 aP <0.05, bP <0.01 vs 组间.

表3  影响胃癌预后的多因素生存分析

指标 回归 β标 χ2值 P值 相对危险    95 %CI
系数(β) 准误 度(RR)

肿瘤大小 0.854 0.391   4.670 0.031 2.328 1.082-5.009

TNM分期 1.658 0.359 21.369 0.000 5.251 2.599-10.608

图1  胃癌组织高DC浸润, DC胞核胞质呈S-100阳性染色, 细胞形状
不规则在肿瘤间质散在浸润, SABC法( 400).

图 2  胃癌组织低DC浸润 SABC法( 400).

图 3  高分化胃癌组织中凋亡细胞数量较多, 细胞脱落于腺腔中, 有胞
质浓缩 胞核固缩, 凋亡小体等典型凋亡形态学改变 TUNEL 法DAB
显色( 400).

图 4  低分化胃癌组织中凋亡细胞数量少TUNEL法DAB显色( 400).

图5  胃癌组织中PCNA染色, PCNA阳性信号位于细胞核 SABC法( 400).

3   讨论

以往胃癌生物学行为和预后研究的结论不很一致. 我们

尽可能排除了放化疗 免疫治疗 以及残留肿瘤的影

响 从400 例行根治性切除的进展期胃癌患者中严格

选出有预后资料的 61 例 免疫组化显示有淋巴结转

移 淋巴管浸润 TNM分期晚的肿瘤其PCNA-LI 越

高 PCNA-LI高的胃癌淋巴结转移率高 与以往研究

结论相同[6-8] 转移灶中肿瘤细胞的PCNA-LI显著高于

原发灶 浸润至肌层和浆膜层的肿瘤细胞PCNA-LI高

于仅浸润至黏膜层和黏膜下层. 上述研究说明增生活性

越高的胃癌细胞侵袭能力越强 胃癌的进展也越快

另一方面也提示胃癌越是晚期 其增生能力越强. 由于



增生活性高的肿瘤其分泌的VEGF MMP EGF 黏

附分子等肿瘤侵袭性因子的能力越强 这从分子水平

解释了PCNA-LI与肿瘤恶性度之间的内在联系[9, 10].

        凋亡又称程序性细胞死亡 1972年首先由英国生

物学家Kerr et al [11]提出. 他是机体普遍存在的生理现象.

1992年Gavrieli et al [12]根据凋亡发生的原理 研究出

原位凋亡检测方法 简称为TUNEL. 该方法敏感性和特

异性高 与DNA梯带电泳(DNA ladder) 电镜 流式

细胞染色以及组织HE染色目测有很好的相关性[13]. 与

正常组织相比 肿瘤细胞抗凋亡能力增强[14]. 部分肿瘤

中 肿瘤细胞的凋亡比例能够反映肿瘤的恶性程度和

预后[15, 16]. 但是 胃癌中凋亡的意义目前还不明确. 多

数研究认为: 胃癌细胞凋亡与增生程度相关 增生明显

的部位凋亡细胞越多[17-20]. 但是 凋亡与胃癌浸润深

度 淋巴结转移 肿瘤分期 分化以及预后相关性的研

究结论不一致[19-22]. 本研究中凋亡仅与胃癌分化有关

分化越低的胃癌细胞凋亡越少 提示分化差的胃癌对

细胞凋亡可能存在某些逃避机制[23, 24]. 由于凋亡受到细

胞增生状态 机体免疫状态 肿瘤周边环境等多种因素

的影响 因此 需要大样本研究来评价凋亡在胃癌中的

生物学意义.

         树突状细胞是机体抗肿瘤免疫中关键的抗原提呈细

胞 其作用越来越引起重视[5, 25]. DCs 本身及其介导的

特异性免疫反应对肿瘤细胞有抑制和杀伤作用 [26-30]

而肿瘤细胞可以分泌VEGF MMP EGF等一系列细

胞因子抑制DCs 的成熟和迁移[25, 31, 32] 因此肿瘤组织

局部DCs浸润数量是肿瘤和机体相互作用的综合反映.

我们研究表明有淋巴结转移以及分期晚的胃癌DCs浸

润少于无淋巴结转移和分期较早的胃癌 高DC浸润组

中早期胃癌比例高而晚期胃癌比例低 与前人研究结

论相同[33, 34]. 一方面说明晚期胃癌存在对机体免疫抑制

作用 另一方面也提示高DC浸润在一定程度上有抑制

胃癌进展的作用.

         我们单因素生存分析表明胃癌的预后有关的因素有:

PCNA-LI DC 浸润 浸润深度 淋巴结转移和TNM

分期 与以往研究的结论相符 [6, 8, 33, 34]. 此外 胃窦癌

患者中位生存时间比贲门癌长 但是 可能是病例数的

限制 未发现有统计学差异. 进一步多因素生存分析表

明TNM和肿瘤的大小是胃癌独立预后影响因子 本研

究中DC PCNA-LI 和 TNM 分期均具有相关性 说

明TNM分期能够综合反映胃癌的生物学特性和机体免

疫的影响 因此TNM是迄今判断胃癌预后最有价值的

指标[35-37]. 部分研究认为DC PCNA-LI 是独立预后影

响因子 但目前结论不一致. 我们的多参数生存分析表

明他们不是独立预后影响因子 可能与样本数量较少

有关 要得出确切结论需要大样本研究.

       总之 肿瘤的生物学特性 机体的免疫状态等诸

多因素是造成胃癌个体差异和不同预后的内在因素

对他们之间的相关性进行分析和检测有助于筛选出有

价值的预后指标 认识胃癌的个体差异 为胃癌诊

断 治疗提供新的途径.
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Abstract
AIM: To determine the significance of PS2/TFF1 protein
expression in chronic superficial gastritis (CSG), gastric
ulcer (GU),gastric mucosal intestinal metaplasia (IM), gas-
tric mucosal dysplasia and gastric cancer(GC).

METHODS: Pathologic specimens of 121 patients with gas-
tric mucosal diseases and 20 healthy volunteers were
immunostained for PS2/TFF1.

RESULTS: Positive PS2/TFF1 staining was seen throughout
all epithelia with normal gastric mucosas, CSG, GU and in
complete type of intestinal  metaplasia (20/21). On the
contrary, 11 of 20 incomplete type of intestinal metaplasia
had positive staining (P <0.01). The expressions of PS2/
TFF1 protein in CSG and GU were significantly higher than
that in control group (P <0.01), while the expressions of
PS2/TFF1 protein in IM,gastric mucosal dysplasia and GC
were obviously lower than that in control group (P <0.01).

CONCLUSION: Our results indicate that PS2/TFF1 may play
an important role in gastric mucosal protection,and loss of
PS2/TFF1 expression may occur as an early event in the
malignant transformation process of intestinal-type tumors.

Li JM, Luo HS, Yao HC. Expression of estrogen inducing gene PS2/
TFF1 in gastric cancer and precancerous lesions. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2003;11(9):1302-1305

摘要

目的: 明确乳腺癌雌激素诱导基因PS2/TFF1在胃癌及癌前

病变中的表达及其意义.

方法: 采用免疫组织化学方法测定121例患者(慢性浅表性

胃炎20例 胃溃疡20例 不典型增生20例 不完全肠化

生20例 完全肠化生21例及胃癌20例)及20名健康志愿

者胃黏膜组织中PS2/TFF1蛋白的表达.

结果: PS2/TFF1在慢性浅表性胃炎 胃溃疡中表达与对照

组比较明显增加(慢性胃炎组 vs 正常对照组 P <0.01 q = 7.721;

胃溃疡组 vs 正常对照组 P <0.01 q = 5.256) 在不典型增

生 不完全肠化生及胃癌中表达比对照组明显减低(不典型

增生组 vs 正常对照组P <0.01 q = 8.051;  不完全肠化生组 vs

正常对照组P <0.01 q = 11.356;  胃癌组 vs 正常对照组P <0.01

q = 8.238) 在完全肠化生组 PS2/TFF1 表达无明显增高

(20/21 95.24 %) 与不完全肠化生组表达(11/20 55 %)

相比差异显著(P <0.01 χ2 =8.994)

结论: (1) PS2/TFF1蛋白在胃黏膜保护中可能起重要作用; (2)

PS2/TFF1的表达缺失可能是胃肿瘤恶性转化过程中的早期

事件.
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0   引言

PS2/TFF1 基因又称乳腺癌雌激素诱导基因 于1982

年首次从乳腺癌细胞系MCF-7中提取并测序鉴定 其

编码的PS2/TFF1蛋白和解痉多肽(TFF2) 肠三叶因子

(TFF3)含有相同的三叶草结构域(TFF) 他们共同组成

了三叶因子家族. 在人体 PS2/TFF1仅在正常胃组织中

表达. 在胃肠道炎症和许多癌组织中也有异常表达[1-4]. 但

PS2/TFF1在胃肠道中的作用和意义仍不清楚. 本研究采

用免疫组化方法 旨在探讨PS2/TFF1 在胃炎 胃溃

疡 胃癌前病变和胃癌中的表达和意义.

1   材料和方法

1.1 材料  收集武汉大学人民医院病理科1998/2000年外

科手术及内窥镜下活检组织的石蜡包埋标本 141 例

其中正常胃黏膜 慢性浅表性胃炎 胃溃疡 胃黏膜不

典型增生 胃黏膜不完全肠化生 胃癌各20例 胃黏

膜完全肠化生21例均经病理确诊. 男 85例 女56例

平均年龄48 岁(31-63 岁)

1.2 方法  所有标本均经100 mL/L甲醛固定 常规脱水

透明 浸蜡 制成5 µm厚连续切片 免疫组化SP法:



第一抗体为山羊抗人PS2/TFF1多克隆抗体(Santa Cruz

公司) 脱蜡水化后 置于柠檬酸缓冲液(pH 值 6.0)中

煮沸20 min 再保温10 min 作抗原修复; 按试剂盒

(福州迈新公司)说明操作. 阳性显示细胞质内均匀棕黄颗

粒 灶性及散在分布. 每张组织切片取5个高倍镜视野

(400倍) 每个视野计数100个细胞计算阳性细胞百分

率 取平均百分率为显色指数 阳性细胞(10 %为阴

性 ) 10 %为阳性. 对于阳性程度的判定如下: 10-20 %

为 + 21-40 % 为 ++ 41-70 % 为 +++ 70 % 为

++++. PBS 代替一抗作阴性对照 已知阳性切片作阳

性对照

        统计学处理  采用 χ2检验和秩和检验

2   结果

2.1 PS2/TFF1 在正常胃黏膜 慢性浅表性胃炎 胃溃

疡 胃黏膜肠化 不典型增生 胃癌中的表达  PS2/

TFF1 在正常胃黏膜 慢性浅表性胃炎 胃溃疡 胃

黏膜完全肠化生 胃黏膜不完全肠化生 胃黏膜不典

型增生 胃癌中的表达阳性率分别为100 % 100 %

100 % 95.24 % 55 % 60 % 20 % (表 1). PS2/

TFF1在正常胃黏膜的浅层上皮细胞中表达; 在慢性浅表

性胃炎 消化性溃疡中不仅浅层上皮细胞中表达 而且

黏膜深部细胞也有细胞质染色(图1) 二者与对照组比

较差异显著(慢性胃炎组vs 正常对照组  P <0.01 q = 7.721;

胃溃疡组vs 正常对照组P <0.01 q = 5.256) (表2); 慢性浅表

性胃炎组与胃溃疡组比较差异无显著性 (P >0.05 q = 0.163);

PS2/TFF1 在不完全性肠化生 不典型增生 胃癌中

部分胞质染色(图2) 与正常对照组比较有极显著性差

异(不典型增生组 vs 正常对照组P <0.01 q = 8.051;  不完

全肠化生组 vs 正常对照组 P <0.01 q = 11.356;  胃癌组 vs

正常对照组 P <0.01 q = 8.238)(表 2) 不完全性肠化生

组与胃癌组比较差异显著(P <0.05 q =3.314) 不典型增

生组与胃癌组比较差异显著(P <0.01 q = 4.269) 而不完

全肠化生组与不典型增生组比较无显著性差异 (P 0.05

q = 0.692)

表1  不同胃黏膜PS2/TFF1蛋白表达的情况

分组  n 阳性率 (%)

对照组 20 100 (20)

浅表胃炎组 20 100 (20)

胃溃疡组 20 100 (20)

不典型增生组 20   60 (12)

肠化生组

完全肠化生 21            95.24(20)

不完全肠化生 20    55(11)a

胃癌组 20     20 (4)

aP <0.01 vs  完全肠化生组.

2.2  PS2/TFF1表达与胃黏膜肠化生类型的关系  本实验

观察到 PS2/TFF1表达缺失主要发生在不完全性肠化生

的胃黏膜中 完全性肠化生的胃黏膜中几乎无PS2/TFF1

的表达缺失 PS2/TFF1在二者中的表达分别为95.24 %

55 % 二者比较有差异(P <0.01 χ2=8.994)(表 1).

表2  不同胃黏膜PS2/TFF1蛋白表达的阳性情况

          正常     浅表性    胃溃疡 a    不典型        不完全      胃癌 a

        胃黏膜    胃炎 a                    增生 ac         肠化生 ab

- 0   0     0        8              9             16

+ 2   0     0        8                3     3

++ 4   1     0        3                7     1

+++ 5   3     4        1                1     0

++++ 9           16           16        0                0     0

aP <0.01 vs 正常对照组, bP <0.05 vs 胃癌组, cP <0.01 vs 胃癌组.

图1  PS2/TFF1蛋白在浅表性胃炎中的表达(SP法 100).

图 2  PS2/TFF1蛋白在不完全肠化生中的表达(SP法 200).

3   讨论

PS2/TFF1基因又称乳腺癌雌激素诱导基因 于1982年

首次从乳腺癌细胞系MCF-7中提取并测序鉴定. 其编码

的pS2蛋白和猪解痉多肽(SP) 小肠三叶因子(ITF)含有

相同的三叶草结构域(TFF) 他们共同组成了三叶因子

家族. 正常情况下PS2/TFF1仅在成人胃组织中表达 胃

底 胃窦和幽门腺的黏膜内均表达PS2/TFF1 主要定

位于胃小凹上层的表皮细胞内 该处的细胞分化可以

限制腺体的增生和形成具有分泌功能的黏膜. 在病理状
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态下 整个胃肠道均有PS2/TFF1 的异位表达[2-6] 特

别是在溃疡的愈合期的再生组织中 PS2/TFF1的表达

明显增加[7]. 但是PS2/TFF1在胃肠疾病以及胃肠肿瘤形

成过程中的作用机制和意义目前仍未研究清楚.

       本研究发现慢性浅表性胃炎 消化性溃疡组 胃

黏膜PS2/TFF1不仅在浅层上皮细胞中表达 而且在黏

膜深部细胞也有明显表达 较正常胃黏膜表达明显增

高 P <0.01 说明PS2/TFF1在维持胃肠道黏膜的完

整及修复损伤中可能起重要作用. Ulaganathan et al [8]在

动物试验中发现PS2/TFF1及其mRNA在溃疡后4-28 d

可明显被诱导产生 并且不仅在表层上皮细胞中表

达 而且也在修复黏膜深部的酸性产粘蛋白细胞中表

达 提示PS2/TFF1是黏膜修复过程后期的递质. 有资

料表明[9] PS2/TFF1可以使伤口周围的上皮细胞向损伤

部位迁移. 因此 PS2/TFF1可能通过引发细胞运动来重

建上皮的完整; 另外 PS2/TFF1与黏液素密切相关[10-12]

PS2/TFF1结构域有与糖蛋白侧链直接作用的位点 而

黏液素是一种糖蛋白 在正常和病理情况下 表达黏液

素的细胞优先表达PS2/TFF1; PS2/TFF1基因敲除小鼠

胃内缺乏PS2/TFF1 黏液缺失[13]. 而在胃溃疡的状态下

溃疡相关细胞系附近的杯状细胞将PS2/TFF1与黏液素

共同包被 可能会被释放到胃腔内 因此 PS2/TFF1不

仅是胃黏膜分泌的胃液成分 而且 可能参与黏液的聚

合反应和分泌活动 PS2/TFF1在胃内主要以PS2/TFF1

复合物的形式存在 和黏蛋白紧密结合在一起 形成

高黏度的黏液凝胶 增加黏液的稳定性 减少H+渗透

及有害刺激物对黏膜的损害 从而增强了胃肠黏膜防

御能力.

      胃癌是消化道常见肿瘤之一 至今其发病机制尚未

阐明 多数学者认为与饮食 遗传 幽门螺旋杆菌 癌

前情况等有关[14-30] . 上皮细胞的生长发育受癌基因和抑

癌基因间的平衡调节 若平衡失调 则可能出现癌变.

本研究发现 PS2/TFF1在胃癌前病变及胃癌组织中的

表达比正常胃黏膜低 在正常胃黏膜PS2/TFF1表达阳

性率为100 % 在不完全性肠化生 不典型增生分别为

55 %和60 % 这与国外学者所做的体外实验及动物实

验结果基本一致[31] . 现有的研究发现PS2/TFF1在体外可

抑制胃腺癌细胞系AGS的生长 PS2/TFF1基因敲除大

鼠的胃表层上皮细胞严重增生 在胃窦部可形成腺

瘤 甚至形成侵袭性的肿瘤 故推测PS2/TFF1 可能

为胃特异性肿瘤抑制基因[32-36]. 胃癌组织中PS2/TFF1表

达降低可能与PS2/TFF1 基因启动子区域的甲基化有

关 且认为启动子区域的甲基化可能是高分化胃癌形

成的早期事件[37]
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Abstract
AIM: To study the association of genetic polymPphisms of
glutathione S-transferase M1 and T1 (GSTM1, GSTT1) with
clinicopathological features of gastric adenocarcinoma
(GAC) and Helicobacter pylPi  (Hp) infection.

METHODS: All subjects were unrelated Han people in Hubei
Province of China. Using multiplex PCR, we studied the
genetic polymPphisms of the GSTM1, GSTT1 genes. Hp
infection was determined by IgG antibodies to Hp in stPed
serum samples using enzyme-linked immunosobant assay
and 14C urea breath test.

RESULTS: The null genotype fP GSTM1 was mPe signifi-
cantly common in GACs when compared with controls
(χ2=5.40, P <0.05), and mPe common in early stage of
GACs when compared with controls too (χ2=4.74, P <0.05).
All the differences of the frequency of GSTM1 null genotype
between advanced stage GACs P intestinal type carcinomas
P diffuse type carcinomas and controls did not reach statistical
significance. The null genotype fP GSTT1 was significantly
mPe common among intestinal type GACs when compared
with controls (χ2=4.09, P <0.05), but all the differences of
the frequency of GSTT1 null genotype between early stage
GACs P advanced stage GACs P diffuse type carcinomas
and controls did not reach statistical significance. The subjects
carrying both of the null genotypes fP GSTM1 and GSTT1
had mPe than 3.38-fold risk fP developing GAC compared
with the subjects carrying both of the nonull genotypes fP

GSTM1 and GSTT1 (adjusted odds ratio, P=3.38,95 % con-
fidence interval, CI=1.58-7.51). The  null genotype fP
GSTM1 was mPe significantly common among those pa-
tients with Hp positive GAC compared with Hp positive
controls (χ2=6.68, P <0.01).

CONCLUSION: The null genotype fP GSTM1 has an in-
creased risk of GAC, and most tumPs are in early stage
GACs. The null genotype fP GSTT1 is significantly related
to the intestinal type GAC,but not significantly related to
the tumP stage. Subjects carrying both of the null genotypes
fP GSTM1 and GSTT1 have increased risks fP GAC, GSTM1
gene polymPphisms and Hp infection may interact with
each other in the initialization of GAC.

Zhang YC, Deng CS, Zhou Y, Zhu YQ. Association of glutathione S-
transferase M1 and T1 genetic polymorphisms with Helicobacter pylori
infection and gastric adenocarcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi
2003;11(9):1306-1309

摘要

目的: 探讨GSTM1 GSTT1基因多态与胃腺癌(GAC)临床

特征及其与幽门螺杆菌(Hp)感染的相关性.

方法: 应用多重聚合酶链反应(PCR)技术 检测GSTM1

GSTT1基因多态性; 14C尿素呼气试验和外周血ELISA法检

测Hp感染情况.

结果: GAC患者GSTM1空白基因型频率明显高于健康人

其差异有统计学意义(χ2 =5.40 P <0.05) GSTT1空白基
因型频率在GAC患者与对照组间的差异无统计学意义;

GSTM1空白基因型频率在早期GAC患者与对照组间的差

异有统计学意义(χ2 =4.74 P <0.05) 在进展期 肠型
及弥漫型GAC与对照组间的差异均无统计学意义; GSTT1

空白基因型频率在肠型GAC患者与对照组间的差异有统计

学意义(χ2 =4.09 P <0.05) 在早期 进展期及弥漫型GAC
与对照组间的差异均无统计学意义. GSTM1 GSTT1均为

空白基因型的个体患GAC的危险性是GSTM1 GSTT1均

为非空白基因型个体的3.38倍(校正P=3.38 95 % CI=1.58-

7.51). GSTM1空白基因型频率 在Hp感染的GAC患者与

Hp感染的对照组间的差异有统计学意义(χ2  =6.68  P <0.01).

结论: GSTM1空白基因型与GAC易感性有关 肿瘤多处

于早期 GSTT1空白基因型与肠型GAC易感性有关 与

肿瘤的临床分期无关; GSTM1 GSTT1均为空白基因型的

个体患GAC的危险性增加; GSTM1基因多态和Hp感染有
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0   引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylPi  Hp)感染是胃癌发生的

高危因素[1-12] 然其确切的致癌机制并未明了. 谷胱甘

肽S-转移酶(glutathione S-transferase GST) M1 T1

是 相毒物代谢酶的重要成员 广泛存在多态性 具

GSTM1 GSTT1基因多态的个体 其酶活性下降 对

进入体内的前致癌物降解能力下降 机体患肿瘤的危

险性增加[13-21]. 我们探讨GSTM1 GSTT1基因多态与胃

腺癌(gastric adenocarcinoma GAC)及其与Hp感染的相

关性.

1   材料和方法

1.1 材料  武汉大学中南医院肿瘤科经病理组织学确诊

的GAC患者127例 其中早期GAC39例 进展期88例;

肠型GAC76例 弥漫型51例. 排除近期有抗生素及非

甾体抗炎药服用史者; 合并有食管或肠道恶性病变者; 有

胃手术史及胃癌家族史者. 对照组114例 为同期在本

院体检的无血缘关系的健康人. 研究对象均为湖北地区

汉族人 所有研究对象均行 14C尿素呼气试验和血清抗

Hp-IgG抗体检测 二者均为阳性者 确定为Hp感染

阳性.

1.2 方法  GSTM1 GSTT1基因型检测(多重PCR法)以

研究对象外周血提取的基因组DNA 为模板 行多重

PCR检测. 扩增GSTM1的引物序列为5 -GAACT CCC

TGAAAAGCTAAAGC-3 和 5 -GTTGGGCTCAAATA

TACGGTGG-3 扩增GSTT1的引物序列为5 -TTC

CTTACTGGTCCTCACATCTC-3 和 5 -TCACCGGA

TCATGGCCAGCA-3 同时扩增 β-globulin为内参照
所用引物为5 -CAACTTCATCCACGTTCACC-3 和

5 -GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3 . 反应条件为: 97 

预变性5 min 进入热循环后 95 变性45 s 57 

退火45 s 72 延伸60 s 循环35次后 72 再延

伸 5 min. 反应终止后经80 g/L 聚丙烯酰胺凝胶电泳

(PAGE)(扩增GSTT1 时退火温度为 55 用 50 g/L

PAGE) 1.8 g/L 硝酸银染色分析电泳结果(图 1 2:

GSTM1非空白基因型的PCR产物长230 bp GSTT1非

空白基因型的PCR产物长480 bp β-globulin 的 PCR
产物长268 bp).

        统计学处理  以 χ2检验分析GSTM1 GSTT1空白
基因型频率差异 以非条件Logistic回归法计算表示相

对危险度的比值比(odds ratio P)及 95 % 可信区间

(confidence interval  Cl). P值均以潜在的混淆因素如年

龄 性别等校正.

2   结果

GSTM1 空白基因型在GAC 和对照组中的频率分别为

61.4 %和 46.5 % 其差异有统计学意义(校正 P=1.80

95 % CI=1.08-3.10 χ2=5.40 P <0.05 表 1) GSTT1
空白基因型在二者间的频率差异无统计学意义; GSTM1

空白基因型在早期 进展期 肠型及弥漫型GAC 患

者中的频率分别为66.7 % 59.1 % 60.5 %和 62.7 %

GSTT1的频率分别为61.5 % 59.1 % 63.2 %和54.9 %

与对照组比较 早期GAC患者GSTM1 频率的差异有

统计学意义(校正P=2.26 95 % CI=1.05-4.90 χ2 =4.74
P <0.05) 肠型GAC患者GSTT1空白基因型的频率差

异也有统计学意义(校正 P=1.80 95 % CI=1.78-3.38

χ2 =4.09 P <0.05). 提示 GSTM1空白基因型与GAC
易感性有关 肿瘤多处于早期 GSTT1空白基因型与肠

型GAC易感性有关 与肿瘤有临床分期无关.

       在GAC组 a联合型(GST M1/GSTT1非空白基因型)

频率为15.7 % b 联合型(GSTM1非空白基因型/GST T1

空白基因型)频率为18.9 % c 联合型(GSTM1空白基因

型 /GSTT1 非空白基因型)频率为 27.6 % d 联合型

(GSTM1 T1均为空白基因型)频率为37.8 %; 对照组分

别为28.9 % 27.2 % 23.7 %和 20.2 %(表 2). 将 a联

合型视为暴露因素 则b c d联合型的个体患GAC

的危险性分别上升1.24倍(校正 P=1.24 95 % CI=0.55-

2.84) 2.10 倍(校正 P=2.10 95 % CI=1.00-4.80)和

3.38 倍(校正 P=3.38 95 % CI=1.58-7.51).可认为:

GSTM1  GSTT1均为空白基因型的个体患GAC的危险

表1   GSTM1 GSTT1 空白基因型与GAC及其临床病理特征关联

分组     n       M/F 年龄( sx ± ) GSTM1空白基因型 n(%) 校正 P (95 % CI)    GSTT1空白基因型 n (%)          校正 P (95 % CI)

对照组    114 78/36      54±10 53 (46.5 %) 55 (48.2 %)

GAC    127 89/38      55±9 78 (61.4 %)a 1.80 (1.08-3.10) 76 (59.8 %) 1.58 (0.92-2.86)

早期          39   32/7      54±11 26 (66.7 %)b 2.26 (1.05-4.90) 24 (61.5 %) 1.70 (0.80-3.62)

进展期      88 57/31          57±9 52 (59.1 %) 1.62 (0.90-2.91) 52 (59.1 %) 1.52 (0.82-2.75)

弥漫型       51 38/13      56±12 32 (62.7 %) 1.92 (0.93-3.84) 28 (54.9 %) 1.27 (0.65-2.56)

肠型          76 51/25      54±9 46 (60.5 %) 1.75 (0.95-3.20) 48 (63.2 %)c 1.80 (1.78-3.38)

aP<0.05  bP<0.05  cP<0.05 vs对照组
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性显著增加 该联合基因型为GAC 的易感基因型.

        GAC患者Hp检出率为70.1 % (89) 对照组为61.4 %

(70) 其检出率差异无统计学意义; GSTM1空白基因型

的频率在Hp阳性GAC患者 Hp阳性对照组间的差异

有统计学意义(66.3 % vs 45.7 % 校正P=2.30 95 % CI=1.

20-4.78 χ2 =6.68 P <0.01) GSTT1空白基因型的频
率在二者间的差异无统计学意义(68.5 % vs 52.9 % 校正

P=1.70 95 % CI=0.85-3.52 χ2 =2.76 P >0.05)
具GSTM1空白基因型的个体感染Hp后 患GAC的危

险性上升了2.3 倍. 提示 GSTM1基因多态 Hp感染

间有协同促进GAC发生的作用.

表2  胃腺癌GSTM1, GSTT1基因联合多态分析 n (%)

分型                    对照组 (114)   GAC(127)    校正P(95 % CI)

a型: GSTM1, GSTT1均

       为非空白基因型      33 (28.9 %) 20 (15.7 %)

b型: GSTM1非空白基因型

        / GSTT1空白基因型    31 (27.2 %) 24 (18.9 %)    1.24 (0.55-2.84)

c 型: GSTM1空白基因型

        /GST T1非空白基因型  27(23.7 %) 35 (27.6 %)e   2.10 (1.00-4.80)

d型: GSTM1, GSTT1均

       为空白基因型      23 (20.2 %)    48 (37.8 %)f    3.38 (1.58-7.51)

eP <0.05, χ2=4.01,  fP <0.01, χ2=10.05 vs a 组.

图1  1: pBR322/Hae  markers DNA分子质量标志物; 3, 4, 7: GSTM1
空白基因型GSTM1基因和 β-globulin基因PCR扩增产物PAGE图.

图2 1: pBR322/Hae  markers DNA分子质量标志物; 2, 3: GSTT1
非空白基因型. GSTT1基因和 β-globulin基因PCR扩增产物PAGE图.

3   讨论

GST 和谷胱甘肽(GSH)在人消化道上皮细胞中广泛存

在 是多种潜在致癌物如亚硝胺类混合物 苯并芘等

的重要解毒系统[22]. GSTM1 GSTT1 互为同功酶 均

存在空白基因型 其空白基因型的个体在体内不能表

达GSTM1 GSTT 1蛋白 对上述致癌物的降解能力下

降 肿瘤易感性增加. 近年 GSTM1 GSTT1基因多态

与GAC易感性关联的结论尚有分歧[13, 19, 23]. Saadat et al [13]

报道 GSTM1空白基因型的个体GAC的危险性增加(P

=2.3 95 % CI =1.2-5.0) GSTT1 空白基因型与GAC

的易感性无关 具GSTM1  GSTT1均为空白基因型的

个体患GAC 的危险性上升 1.3 倍. 本实验结果显示

GSTM1 空白基因型与GAC 易感性有关 肿瘤多处于

早期 而GSTM1 GSTT1 均为空白基因型的个体患

GAC的危险性是GSTM1 GSTT1均为非空白基因型个

体的3.38倍 GSTT1空白基因型与肠型GAC易感性有关

与肿瘤的临床分期无关.此与Saadat et al [13]的结论相似.

       大量的临床 病理学和血清学的调查结果在一定

程度上肯定了Hp与胃癌发生的相关性. 然胃癌的发生

是多因素的结果 Hp感染本身可能以一种促癌剂的形

式存在[24, 25]. Hp阳性患者胃黏膜GSTs活性及GSH含量

均低于Hp阴性的患者(P <0.001) 认为慢性Hp感染减

少胃黏膜GSH的含量 降低GST 活性 GST解毒能力

下降 导致胃癌的危险性增加[26]. Hp阳性GAC患者GSTM1

空白基因型频率显著高于Hp阳性的对照组(P =0.031)

认为Hp感染可增加GSTM1空白基因型个体患GAC的

危险性[27]. 本结果也证实GSTM1基因多态 Hp感染有

协同促GAC发生的作用. 而Hp感染率在GAC及对照组

之间的差异无显著性 可能与样本量较小 或有低毒力

菌株混杂有关.

       Hp所含的空泡毒素 尿素酶 磷脂酶等物质 损

伤胃黏膜上皮细胞 破坏胃黏膜屏障 进入胃黏膜上

皮内的致癌物含量增加[6, 28, 29] ; Hp感染后 黏膜内炎性

细胞浸润并释放炎性递质 氧自由基等 引起细胞炎

症反应 增生加快 易受到基因毒致癌物的损伤; 而

GST 空白基因型的个体 对致癌物降解能力下降 致

癌物与细胞内生物大分子形成加成物 导致肿瘤相关

基因活化或失活 终致肿瘤形成[3,  9,  30,  31].  这可能是

GSTM1空白基因型的个体 Hp感染后胃腺癌危险性增

加的原因.
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Abstract
AIM: To investigate the role of matrix metalloproteinase-7
(MMP-7) expression in caricinogenesis and progression of
gastric cancer.

METHODS: We studied MMP-7 expression and microvessel
density (MVD) in primary foci of 113 cases of gastric cancer
by streptavidin-biotin-immunoperoxidase method with anti-
MMP-7 and anti-CD34 antibodies. MMP-7 expression and
mean MVD in primary foci were compared with clinico-
pathological features of tumors, and the relationship be-
tween MMP-7 expression and mean microvessel densities
(MVD) in gastric cancer was concerned as well.

RESULTS: MMP-7 showed positive expression in 29.2 %
(33/113) of adjacent mucosa of gastric cancer was less
than that in its primary foci (69.0 %, 78/113) of gastric
cancer. MMP-7 expression in primary foci was closely cor-
related with tumor size, invasive depth, metastasis and
TNM staging of gastric cancer (P <0.05) despite no significant
relationship between its expression and differentiation or
growth pattern (P >0.05). Positive correlation of mean MVD
with tumor size, depth of invasion, metastasis and TNM
staging was found (P <0.05), but no relationship was found
between mean MVD or differentiation of gastric cancer
(P >0.05). Especially, mean MVD was dependent on MMP-7
expression in gastric cancer (P <0.05).

CONCLUSION: MMP-7 is an effective marker to reveal the
biological behaviors of gastric cancer and plays an important

role in carcinogenesis and progression of gastric cancer
by participating in growth, invasion, metastasis and angio-
genesis.

Sun JM,  Zheng HC, Yang XF, Xin Y, Zhang YC. Relationship between
expression of matrix metalloproteinase-7 and clinicopathobiological
behaviors of gastric cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(9):

1310-1313

摘要

目的: 研究基质金属蛋白酶-7(MMP-7)表达在胃癌发生和

演进中的作用.

方法: 采用S-P免疫组化方法利用抗MMP-7 抗CD34抗

体研究113 例胃癌原发灶中MMP-7 表达和微血管密度

(MVD) 比较MMP-7表达和MVD与胃癌临床病理特征

的关系 分析胃癌组织中MMP-7表达与MVD的关系.

结果: MMP-7在胃癌旁黏膜中阳性表达率为29.2 % (33/113)

低于胃癌组织的阳性率69.0 % (78/113); MMP-7表达与胃癌

肿块大小 浸润深度 转移和TNM分期密切相关(P <0.05)

而与胃癌的生长方式和分化程度无显著相关性(P >0.05); 胃

癌组织中MVD与肿块大小 浸润深度 转移和TNM分

期关系密切(P <0.05) 但与胃癌的组织分化和生长方式无

显著相关性(P >0.05); 特别是MVD的大小依赖于胃癌组织

中MMP-7表达(P <0.05).

结论: MMP-7在胃癌中表达上调 可作为揭示胃癌生物学

行为的客观指标 其可能通过参与胃癌的生长 浸润 转

移和血管形成而在胃癌的发生和演进中起到重要作用.

孙晋民, 郑华川, 杨雪飞, 辛彦, 张荫昌. 基质金属蛋白酶-7表达与胃癌临床

病理生物学行为的关系. 世界华人消化杂志  2003;11(9):1310-1313
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0   引言

恶性肿瘤的浸润和转移是多步骤 多因素和多阶段的

病理过程. 基底膜和细胞外基质是阻碍肿瘤浸润和转移

的天然屏障 他们的降解是恶性肿瘤发生浸润和转移

的关键环节 基质金属蛋白酶-7 (MMP-7)的底物是细

胞外基质. 大量研究发现MMP-7可以降解细胞外基质

和刺激血管内皮细胞DNA合成来促进血管形成[1-4] 同

时参与Fas配体和肿瘤坏死因子的释放[5, 6]. 各种肿瘤均

表达MMP-7 如胰腺癌 肝癌 结肠癌 胃癌 口腔

鳞癌和子宫内膜癌等 可见MMP-7 表达参与肿瘤发

生和演进过程[2, 7-11]. 一些研究表明肿瘤内的微血管密度



与肿瘤的大小 浸润深度 局部或远处转移密切相关[12, 13].

胃癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一[14-17] 在中国发

病率也居恶性肿瘤的榜首 而大部分胃癌患者最终死

于浸润和转移[18-24] 因此研究胃癌演进的分子机制是

非常必要的. 我们观察了MMP-7在胃癌癌旁黏膜和原

发灶中的表达 比较其在原发灶中表达与胃癌临床病

理特征的关系 探讨MMP-7在胃癌演进中的浸润 转

移和血管形成中的作用.

1   材料和方法

1.1 材料  收集中国医科大学附属第二医院1997-09/

2001-02 手术治疗胃癌标本113 例 其中伴有淋巴结

或远隔脏器转移38例 所有患者手术前均未经过放化

疗. 所有病例的癌旁黏膜和原发灶均经4 g/L甲醛固定

用石蜡包埋 并制作成4 µm的切片. 将切片进行HE染
色 并由两位病理医师来确定其病理诊断和组织学特

征. S-P 试剂盒购于中山生物技术公司 抗MMP-7多

抗和 抗CD34单克隆抗体分别购于博士德生物技术公司

和中山生物技术公司.

1.2 方法  胃癌癌旁黏膜和原发灶连续切片用于S-P免

疫组织化学染色. MMP-7染色定位在细胞质内. 由两位

观察者随机选择5个有代表性的视野计数100个细胞

采用盲法确定MMP-7的染色强度. MMP-7在组织中的

表达强度分级如下: 阳性细胞小于或等于5 %为阴性(-);

5-25 %为弱阳性(+); 25-50 %为阳性(++); 大于或等于50 %

为强阳性(+++). 另外 利用改良的 Weidner 法计数微

血管密度 具体操作: 肿瘤中分布的微血管为血管计数

热点 任何棕色的内皮细胞或内皮细胞簇被认为是一个

可计数的微血管. 观察者在高倍镜下选定5个高倍视野计

数 (物镜: 40×; 目镜10× 每个视野的面积为 0.1885 mm2)
所有病例的微血管密度均由两位研究人员确定并取得

一致.

        统计学处理  率的比较采用χ2 检验 利用Spearman检
验分析等级相关性 方差分析区分不同组的均值. P < 0.05

视为有统计学意义 所用数据均利用 SPSS 10.0统计软

件进行处理.

2   结果

MMP-7阳性染色定位在细胞质中 在癌旁黏膜上皮细

胞中显示低弱表达(29.2 % 33/113) 而在间质和基

底膜上不见MMP-7染色. 研究发现在69.0 % 胃癌组织

中显示强表达(图 1) 其阳性率显著高于胃癌旁黏膜

(P <0.05 χ2=35.852). 胃癌原发灶中MMP-7表达与胃癌肿
块大小 浸润深度 转移和TNM分期密切相关(P <0.05)

而与胃癌的组织分化程度无显著相关性(P  >0.05). 虽然团

块型胃癌中MMP-7 表达低于巢型或弥漫型胃癌 但

MMP-7表达与胃癌的生长方式无显著相关性(P >0.05

表 1). 抗原CD34定位在细胞质或细胞膜上(图 2). 胃癌

中MVD均值与肿块的大小相关(P <0.05) 肿块大的肿瘤

MVD值高. 即使未分化型胃癌中MVD高于分化型(P  >0.05),

MVD均值与胃癌的分化无显著相关性. 伴有转移的胃癌

中MVD高于未发生转移的胃癌 (P <0.05). 此外 MVD随

着胃癌的TNM分期升高而增大 (P <0.05). 特别值得注意

的是MVD的大小依赖于MMP-7的表达 (P  <0.05 表2).

表 1  MMP-7表达与胃癌临床病理特征的关系

MMP-7 表达
临床病理特征 n                  相关系数  P 值

              -          +        ++     +++阳性率 (%)

大小 小于4 cm 47     21     12     11       3    55.3    0.276     0.003

        大于或等于4 cm 66     14     18     21     13    78.7

浸润 黏膜下层以上 26     17        6  3       0    34.6 0.347     0.000

        肌层 34       5     13     12       4    85.2

        浆膜下层以下 53     13     11    17     12    75.4

转移 阴性 75     28      21    19       7    62.6    0.253 0.007

        阳性 38       7        9 13       9    81.5

TNM O 18     11        5  2      0    38.8 0.318 0.007

          I 28      8     10  8       2    71.4

        II 40     12       7    12       9    70.0

        III 17      3        5  4       5    82.3

         IV 10      1        3  6       0    90.0

生长 团块型 23      7        6  7       3    69.5 0.369 0.000

        巢型 30      5        9  8       8    83.3

        弥漫型 34      6        9 14      5    81.8

分型 分化型 53     16     18     12      7    69.8 0.061 0.523

        未分化型 60     19     12 20      9    68.3

表 2  MVD与胃癌临床病理特征的关系

临床病理特征 n MVD(均值 标准差) F值 P值

大小  小于4 cm 47 40.30 24.70 5.682 0.019

        大于或等于4 cm 66 51.20 23.44

浸润 黏膜下层以上 26 31.01 20.23 9.686 0.000

        肌层 34 45.72 23.65

        浆膜下层以下 53 54.95 23.34

转移 阴性 75 41.52 23.06 10.717 0.001

        阳性 38 56.82 24.26

TNM O 18 30.95 21.32 6.250 0.000

          I 28 37.51 22.69

        II 40 50.93 21.75

        III 17 62.07 25.26

        IV 10 46.67 24.47

生长 团块型 23 50.05 21.27 5.182 0.002

        巢型 30 52.70 24.84

        弥漫型 34 51.02 24.98

分型 分化型 53 45.46 24.00 0.173 0.678

        未分化型 60 47.57 25.04

MMP-7 - 35 31.83 19.72            14.740 0.000

               + 30 40.50 23.46

++ 32 60.01 17.95

+++ 16 63.99 23.84
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图1  胃癌细胞中MMP-7表达呈强阳性, 间质和基底膜中呈阴性 S-
P法 400.

图 2  CD34定位在血管内皮细胞的细胞膜和细胞质中 S-P法 400.

3   讨论

MMP-7是一种19 kd 基质裂解素(matrilysin) 为间质

溶解素家族成员之一 其分解底物主要有纤维连接蛋

白 IV胶原 层连蛋白和钙粘素等. MMP-7除参与胚

胎发育 创伤修复 和器官形态发生等组织再生过程

而且可通过降解细胞外基质和促进毛细血管的增生在

肿瘤的浸润和转移等演进过程中重要作用[25].

        本组资料中MMP-7在29.3 %的胃癌旁黏膜中呈阳

性表达 但仍然不可忽视 因为本组病例中的癌旁黏膜

大多伴有肠化生和炎症等病理学变化. 有文献报道IL-2

IL-8等炎症因子可使上皮细胞中MMP-7表达上调[26].

Crawford et al [26]研究发现MMP-7和FasL在胰腺化生导

管上皮细胞中协同表达 提示MMP-7参与胰腺导管化

生细胞FasL水解 进而调节导管上皮细胞的凋亡和增

生平衡. Yu et al [27]研究结果显示MMP-7可以和CD44

EGF结合而参与上皮细胞的修复过程. 这些研究均提示

MMP-7在胃黏膜的修复和再生等生理过程中起重要调

节作用.

        为了观察MMP-7在胃癌组织中的表达 我们比较

了MMP-7在胃癌旁黏膜和癌组织中的阳性表达率 结

果发现胃癌中MMP-7 中表达高于癌旁黏膜 提示

MMP-7表达上调参与胃癌发生过程. 此外 本研究显示

即使分化型胃癌中MMP-7表达低于与未分化胃癌 但

MMP-7 表达与胃癌的分化程度无显著相关性 说明

MMP-7表达上调是胃癌的普遍现象 不能反映胃癌的

分化程度. 我们也发现MMP-7阳性表达与胃癌肿块大

小 浸润深度 转移和TNM 分期密切相关 由此可

推测MMP-7 可能参与胃癌的生长 浸润和转移等过

程. Giatromanolaki et al [28]研究发现MMP-7可以水解介

导细胞同质性黏附的关键分子 E-cadherin 进而提

高肿瘤细胞运动性和浸润能力 使肿瘤细胞更具恶性

表型. Adachi et al [25]将MMP-7 cDNA转染到结肠癌细胞

后其浸润和转移能力大大提高. 同时有文献报道MMP-7

水解其他金属蛋白酶的活化和参与FasL 肿瘤坏死因

子释放[5, 6]. 因此MMP-7可能通过水解细胞外基质 参

与免疫逃逸和提高细胞运动能力等方面参与胃癌细胞

的演进过程.

       血管形成是肿瘤生长 浸润和转移所必需的 肿

瘤和宿主相互作用产生的肿瘤血管形成因子(如血管内

皮生长因子和MMP-7)可刺激肿瘤新生血管形成[28]. 我们

发现胃癌中MVD均值与胃癌的肿块大小 浸润深度和

转移密切相关 如文献[29]报道一致 提示血管形成在

肿瘤的生长 浸润和转移中起到重要作用. 此外 MMP-

7表达越高 MVD 均值越大. 目前 大量研究表明血

管形成分为三个步骤: (1)血管内皮细胞增生; (2)细胞外

基质降解; (3) 内皮细胞运动[30]. 而MMP-7在新生血管形

成的过程中均起到相当的作用 是肿瘤血管形成得重

要促进因子. 本研究结果提示MMP-7可能通过参与血

管形成而在胃癌生长 浸润和转移等生物学过程中起

重要作用.

        总之 我们的结果显示 MMP-7表达在肿块大 浸

润深 发生转移和TNM分期高的胃癌中高表达 MVD

均值在肿块大 浸润深 发生转移和TNM 分期高的

胃癌中高 并且MDV均值大小依从于MMP-7表达.  因

此 我们建议MMP-7 是反映胃癌生物学行为的客观

指标 因为其参与胃癌生长 浸润 转移 演进和

血管形成过程. 此外 利用体内实验证明MMP-7在促

进血管形成过程中遗传学机制和其在肿瘤免疫逃逸机

制中的作用是十分必要的.
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Abstract
AIM: To investigate the  relationship between genetic poly-
morphisms of CYP4502E1 and GSTT1 and gastric cancer.

METHODS: Fifty six patients with histologically confirmed
gastric adenocarcinoma (GC case group) and 56 healthy
persons (control group), matched by age, sex, smoking,
dietary habits and family history of cancer were studied.
Genomic DNA samples were assayed for restriction frag-
ment length polymorphisms in the CYP2E1 by PCR amplifi-
cation followed by digestion with endonuclease PstI, and
GSTT1 genes were detected by multiplex PCR.

RESULTS: The frequency of CYP2E1 C1/ C1 genotype was
69.6 % in GC group and 46.4 % in control group, with a
statistically significant difference (χ2=6.27; P <0.05,
OR=1.915, 95 % CI=1.051-3.489). The frequency of GSTT1
null genotype was higher in GC group (60.7%) than in
control group (46.4 %), but the difference was not statis-
tically significant (χ2=2.30; 0.1<P<0.25,P =1.783,95 %
CI=0.842-3.777). Furthermore, a joint effect of the CYP2E1
and  GSTT1 genotypes on  cancer risk was observed. GSTT1
non-null genotype/C1/C2 or C2/C2 genotype was lower than
that in GC group (χ2=6.23; 0.01<P<0.025, P =0.302,95 %
CI=0.114-0.796). The GSTT1 null genotype/C1/C1 genotype
in GC group was significantly higher than that in the other
groups (χ2=3.98; P <0.05, P =2.250, 95 % CI=1.007-5.026).

CONCLUSION: CYP2E1 C1/C1 genotype is associated with
gastric cancer and individuals who carrry the C1 allele have

a higher risk of developing GC than those with the C1/C2 or
C2/C2 genotype. GSTT1 null genotype does not increase
the risk of GC. Combined analysis of polymorphisms has
shown that GSTT1 non-null genotype/C1/C2 or C2/C2 genotype
is protective factor of GC and GSTT1 null genotype/C1/C1

genotype is a risk factor of GC. That is, individuals with
both GSTT1 null genotype and CYP2E1 C1/C1 genotype have
a greater risk of GC.

Ye M, Liu JY, Deng CS. Relationship between xenobiotic-metabolizing
enzyme gene polymorphisms and genetic susceptibility of gastric cancer.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(9):1314-1317

摘要

目的: 探讨CYP2E1 PstI多态与GSTT1空白基因型与胃腺

癌的关联.

方法: 胃腺癌患者 56 例及健康人对照 56 名 分别采用

PCR-RFLP技术与多重PCR方法 检测CYP2E1基因型

和GSTT1空白基因型.

结果: CYP2E1 C1/C1基因型在胃癌组和健康人对照组中的

分布频率分别是69.6 %和46.4 差异具有显著性(χ2=6.27;
P <0.05); GSTT1空白基因型在胃癌和健康人中的分布频率

分别为60.7 %和 46.4 % 在胃癌中分布频率较高 但未

有统计学意义(χ2 =2.30; 0.1<P<0.25); CYP2E1基因与GSTT1
基因联合分析 结果显示GSTT1空白基因型/CYP2E1(C1/C1)

基因联合型在胃癌中的分布频率显著高于其他基因联合

型 差异具有统计学意义(χ2=3.98; 0.025<P <0.05).

结论: CYP2E1 C1/C1基因型与胃癌遗传易感性相关; GSTT1

空白基因型不增加胃癌的危险性; 基因之间具有联合作用

GSTT1非空白基因型/CYP2E1(C1/C2或C2/C2)基因联合是

胃癌的保护因素 GSTT1空白基因型/CYP2E1(C1/C1)基因

联合是胃癌的危险因素 即同时具有GSTT1空白基因型及

CYP2E1 C1/C1基因型的个体罹患胃癌的危险性显著增加.
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0   引言

近年来 环境因素在胃癌病因中的作用受到重视 尤

其是亚硝胺与胃癌的发病有关. 但个体对肿瘤的易感性

因人而异 其中毒物代谢酶的遗传多态现象是研究肿瘤

遗传易感性的重要方面. 细胞色素P450家族(cytochrome

P450 CYP)和谷胱甘肽-S- 转移酶(glutathione-S-



transferase  GST)是体内重要的I相酶和II相酶. 毒物代

谢酶受遗传控制 具有广泛多态性 基因多态影响蛋

白表达 引起酶的活性改变. 对外界致癌物的代谢能力改

变 在一定程度上决定了机体患肿瘤危险性的差异[1]. 但

在研究CYP2E1及GSTT1基因多态与肿瘤的关联时 结

论并非一致. 我们采用分子生物学技术 检测胃腺癌患者

CYP2E1 PstI多态及GSTT1空白基因型的分布频率 探讨

CYP2E1 Pst I多态及GSTT1空白基因型与胃腺癌的关系.

1   材料和方法

1.1 材料  武汉大学中南医院及湖北省肿瘤医院业经胃

镜活检和(或)手术标本病理诊断为胃腺癌患者56例 男

42例 女14例 年龄22-79 (平均57.6 岁). 对照组56

名 为同期在武汉大学中南医院体检的无血缘关系的

健康人56名 男 39名 女 17 名 年龄 26-86 (平均

58.0岁) 其性别 年龄等因素与胃癌组配比相似. 研究

对象均为湖北地区汉族人 收集研究对象的职业 籍

贯 饮食习惯 吸烟 饮酒及家族史等. 三磷酸脱氧核

糖核苷酸(dATP dCTP dGTP dTTP四种) Taq DNA

聚合酶 PCR反应缓冲液和MgCl2均为Promega生物有

限公司产品; 限制性内切酶 Pst 及相应的缓冲液和

DNA分子质量Markers为华美生物工程公司产品; 参照

GeneBank的DNA序列分别设计CYP2E1 GSTT1和 β-
globin(作内参照)基因扩增引物 均由加拿大上海生工

生物工程公司合成(PAGE 纯化). PCR 扩增仪为珠海

HeMa-240型.

1.2 方法  研究对象均于清晨空腹取静脉血1 mL (分作2

份 1份备用) EDTA·Na2抗凝 胃腺癌患者于放化

疗前采血. 碘化钠法提取DNA 加TE缓冲液溶解DNA

后用20 g/L 琼脂糖凝胶电泳鉴定 -20 保存备用.

        CYP2E1基因分型 其引物序列为5 -CCA GTC GAG

TCT ACA TTG TCA-3 和 5 -TTC ATT CTG TCT TCT

AAC TGG-3 . PCR 反应体系总体积为50 µL 内含
DNA模板2 µL (0.1-0.5 µg) 15 mmol/L MgCl2 5 µL
50 µmol/L引物1 µL 2 mmol/L dNTP 5 µL和相应的缓
冲液. 用优质石蜡油30 µL封盖 95 预变性8 min后
加入Taq DNA 酶 2 µL 按 94  45 s 55  45 s
72  60 s运行35个循环 72 延伸8 min. 用 80 g/L

聚丙烯酰胺凝胶电泳检测PCR 产物 其扩增片段为

410 bp. 取 PCR扩增产物10 µL 用限制性内切酶Pst I
37 恒温水浴箱内消化18 h 65  15 min终止反应. 取

酶切产物用80 g/L聚丙烯酰胺凝胶电泳 分析其基因型.

        GSTT1基因检测 其引物序列为GSTT1-1: 5 -TTC

CTT ACT GGT CCT CAC ATC TC-3 GSTT1-2: 5 -

TCA CCG GAT CAT GGC CAG CA-3 β-globin B1: 5  -
CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC-3 β-globinB2: 5 -
GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC-3 . PCR反应总体积

为50 µL 内含模板4 µL 10 Buff 缓冲液 5 µL
25 mmol/L MgCl2 3 µL 2 mmol/L dNTP 5 µL TaqDNA

酶 2.5 µL GSTT1-1 GSTT1-2 β-globin B1和 β-
globin B2 各 2 µL 加双蒸水至总体积50 µL 用石蜡
油30 µL 封盖 97 预变性 8min 按 95  45 s
57  45 s 72  60 s 30个循环 72 延伸8 min.

PCR产物用50 g/L聚丙烯酰胺凝胶电泳分析其基因型.

        统计学处理  采用SPSS 11.0统计软件进行 χ2检验
以 P <0.05确定为有统计学意义.

2   结果

从胃癌患者和健康人对照组的外周血提取DNA 为模

板 采用PCR-RFLP技术及多重PCR方法进行CYP2E1

GSTT1基因分型. CYP2E1基因的DNA样品 经PCR

扩增后 DNA产物为410 bp一条带(图1) 经PstI酶切

后产生了3种不同的基因型: 纯合子野生型(C1/C1) 纯

合子突变型(C2/C2)及杂合子(C1/C2)(图 2); GSTT1非空白

基因型的DNA样品 经多重PCR扩增后(β-globin 为
内参照) DNA产物为268 bp和480 bp两条带 GSTT1

空白基因型则只有268 bp一条带(为β-globin扩增产物)
(图 3). 因此 非空白基因型包括有2个基因拷贝的纯

合子和仅有一个基因拷贝的杂合子 而空白基因型则

为纯合子基因缺乏.

1-5: 研究对象(胃癌和对照者)的PCR 扩增产物; 6: DNA marker
pBR322DNA/MspI.
图 1  CYP2E1基因PCR扩增产物的PAGE图谱.

1: DNA marker pBR322DNA/Msp1; 2: C1/C2基因型; 3, 5: C1/C1基因型;
4: C2/C2基因型.
图2  CYP2E1基因PCR-RFLP酶切后(Pst I), PAGE图谱.

1: pBR322/Hae  DNA分子marker; 2, 5, 6:GSTT1非空白基因型; 3,
4, 7, 8:GSTT1空白基因型.
图3  GSTT1基因, β-globin基因PCR扩增产物的PAGE图谱.
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2.1 CYP2E1 基因型的分布  在胃癌患者 健康人中

CYP2E1 基因型C1/C1 C1/C2 C2/C2分别为69.6 %

23.2 % 7.1 %和 46.4 % 42.9 % 10.7 %. 两组相比

χ2=6.27 P =0.043 OR=1.915 95 % CI=1.051-3.489.
C1/C1基因型在健康人对照组及胃癌组的分布频率高于

C1/C2 及 C2/C2 基因型个体 二者差异有显著性.

2 . 2  GSTT1 空白基因型的分布在胃癌 健康人中

GSTT1空白基因型为60.7 %和46.4 %; GSTT1非空白基

因型为39.3 %和53.6 %. GSTT1空白基因型在胃癌中的分

布频率较高 但尚未有统计学意义(χ2=2.30 P =0.130
P  =1.783  95 % CI=0.842-3.777) 提示GSTT1空白

基因型并不增加胃癌的危险性 即GSTT1空白基因型

与胃癌易感性无关.

2.3 CYP2E1 GSTT1基因联合型与胃癌易感性  基因

之间可能存在联合作用. 鉴此 我们进一步分析CYP2E1

与GSTT1 各种基因联合与胃癌的关系. 结果表明 在

胃癌组 GSTT1非空白基因/CYP2E1 (C1/C2或C2/C2)基

因型频率为12.5 % (7/56) GSTT1 空白基因 /CYP2E1

(C1/C2或C2/C2)基因型频率为17.9 % (10/56) GSTT1非

空白基因 /CYP2E1(C1/C1)基因型频率为26.8 % (15/56)

GSTT1空白基因 /CYP2E1(C1/C1)基因型频率为42.8 %

(24/56). 在健康人分别为32.1 % (18/56) 21.4 % (12/56)

21.4 % (12/56) 25.0 % (14/56). 将每一种基因联合型

分别视为暴露因素 与其他基因联合型进行对照分析

结果显示GSTT1非空白基因 /CYP2E1(C1/C2或C2/C2)基

因联合型在胃癌中的分布频率显著低于其他基因联合型

说明发生胃癌的危险性显著降低(χ2=6.23 0.01<P <0.025)
GSTT1空白基因 /CYP2E1(C1/C2或C2/C2)和 GSTT1非空

白基因/CYP2E1(C1/C1)基因联合型在胃癌分布与健康人

相比差异无显著性(χ2=0.23 0.5<P <0.75) 而 GSTT1
空白基因/CYP2E1(C1/C1)基因联合型在胃癌中的分布频率

显著高于其他基因联合型 差异具有统计学意义(χ2=3.98
0.025<P <0.05). 即 GSTT1空白基因 /CYP2E1(C1/C1)基因

联合型个体发生胃癌的危险性 是其他基因联合型个

体的2.25 倍 提示GSTT1非空白基因 /CYP2E1(C1/C2
或C2/C2)基因联合型是胃癌的保护因素 而GSTT1空

白基因 /CYP2E1(C1/C1)基因联合则是胃癌的危险因素

分析单基因在基因联合中的作用 CYP2E1基因型可能

更重要.

3   讨论

肿瘤的发生是多病因多步骤的过程. 多数人类肿瘤来源

于复杂的突变事件 是个体内在因素和环境中的致癌

剂共同作用的结果. 与胃癌相关的外界致癌物主要是亚

硝胺类致癌物. 动物实验表明 亚硝胺可诱导实验动物

发生口腔 食管 鼻咽 前胃 肝脏 肺等的肿瘤.

CYP2E1 PstI基因多态与GSTT1空白基因型影响酶的表

达及活性 对亚硝胺类外界致癌物 致突变物代谢能力

下降 机体对肿瘤易感性增加. 本结果提示 CYP2E1C1/

C1基因型在胃腺癌中的分布频率显著高于C1/C2及C2/C2
基因型 C1/C1基因型个体患胃腺癌的危险性比至少携带

一个C2等位基因的个体增加2.65倍. 一些学者研究发现C1/

C1基因型与食管癌[2] 肺癌[3]危险性相关. Le Marchand et al [4]

研究CYP2E1 基因型与表型的关系时 发现CYP2E1

C2/C2基因型个体的CYP2E1酶活性较C1/C1型或C1/C2
型个体显著降低 进一步说明CYP2E1 C1/C1基因型是

肿瘤易感基因. 但也有持异议者. Wu et al [5]发现台湾胃

癌患者中C2/C2基因型的分布频率较健康人对照有显著

差异. Nishimoto et al [6]研究日裔巴西人胃癌患者时 显

示C1基因可降低胃癌危险 在弥散型胃癌中 C2等

位基因分布更普遍. Kiss et al [7]研究认为CYP2E1C2/C2基

因型与结肠癌危险性相关. 也有报道认为CYP2E1基因

型与器官特异性肿瘤如肝癌[8] 胃癌[9] 肠癌[10] 肺

癌[11]等无关.

        GSTT1空白基因型与肿瘤之间的关系尚有争议. 德

国学者Bruhn et al [12]研究GSTT1基因型与表型的关系

认为GSTT1酶活性最高的为纯合子野生型 中等的为

杂合子 活性最低的则为GSTT1 空白基因型. 芬兰报

道 单独的GSTM1 GSTT1基因多态与肺癌无关 而

GSTM1/GSTT1空白基因联合时 则增加鳞状细胞癌危

险性[13] 是其他基因联合型的2倍 且肺癌与中等度

吸烟(小于15支 /d)相关 与重度吸烟(大于15支 /d)无

关联. 另外 文献还报道GSTT1 空白基因型增加了大

肠癌 膀胱癌的危险性[14, 15]. 台湾学者Sun et al [16]报道

GSTT1 空白基因型的慢性乙肝病毒表面抗原携带者

黄曲霉素作为暴露因素 发展为肝细胞癌的危险性较

GSTT1非空白基因型的对照组显著增加. GSTT1与胃癌

的关联尚有争议. Setiawan et al [17]研究中国143例胃癌

患者 166例慢性胃炎及433例对照人群 发现GSTT1

空白基因型与胃癌危险性相关(OR=2.5 95 % CI=1.01-

6.22) 与慢性胃炎无关. 但 Saadat et al [18]研究则认为

GSTT1基因型并不增加胃癌和肠癌的危险性 但同时

携带GSTT1和GSTM1空白基因型则增加了患胃肠癌风

险. 本研究中胃癌组 健康人组在吸烟 饮食习惯

家族史等因素无显著差异 GSTT1空白基因在胃癌和

健康人中的分布频率分别为60.7 %和 46.4 % 差异无

统计学意义 故尚无依据认为GSTT1空白基因型为胃

癌的易感基因.

        外界致癌物在体内的代谢依赖I相酶和II相酶的共

同作用 在研究代谢酶与肿瘤的关系时 有必要进行基

因联合分析. 本结果显示 GSTT1空白基因型 /CYP2E1

C1/C1型的个体患胃癌的危险性显著增加 是其他基因

联合型的2.25倍. GSTT1非空白基因型/CYP2E1 (C1/C2
及C2/C2)型的个体患胃癌的风险较其他基因型个体显著

降低 差异有显著性 提示同时具有CYP2E1 C1/C1
基因及GSTT1空白基因型个体为胃癌高危人群. 外界致

癌物进入体内后 被具有较高活性的I相酶CYP2E1活

化达到最大致癌效应 而GSTT1空白基因型不能有效
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地表达GSTT1 酶活性下降或缺乏 不能将 I 相酶代

谢活化后形成的亲电子复合物即前致癌物降解排出体

外 导致合成DNA加成物 染色体畸变 形成肿瘤.

单独的GSTT1空白基因型并不增加患癌危险 提示基

因联合作用有时在肿瘤的发生过程中更重要.
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Abstract
AIM: To find difference in gene expression pedigree of
gastric carcinoma tissue and different syndrome, and its
significance in the exploration of the syndrome typ and
diagnosisof gastric carcinoma, with gene diagnosis  as well
as the use of drugs in its treatment.

METHODS: The gene expression in two TCM syndrome
types of gastric carcinoma due to internal stagnancy of
pathogenic heat and stagnancy of qi and blood stasis,
respectively, including 4 human gastric carcinoma tissues
and normal embryo stomach tissue, was analyzed by using
4096 pieces of human full-length genic CDNA expression
CMOS chip technology.

RESULTS: The gene expression in the two TCM syndrome
types of gastric carcinoma was decreased in their immune
associated genes, but increased in cancer-associated
genes. Gene expression in the interior stagnancy of toxic
heat showed that the body resistance was not weakened,
suggesting that there was no deficiency of qi and stagnancy
of blood stasis

CONCLUSION: The change in gene expression of gastric
cancer is identical, but the gene expression spectrum is
different in different types of TCM syndromes.
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摘要

目的: 寻找不同胃癌证型组织中的相关基因表达谱差异表

达 对研究胃癌证型实质进行探讨 胃癌的中医证的基因

诊断及指导临床用药有重大的意义.

方法: 我们运用含有4 096条人类全长基因的cDNA表达芯

片技术 对胃癌中医证型邪热内蕴证和气滞血瘀证共 4

例 胃癌组织及胎胃正常组织基因表达进行了分析.

结果: 两证型都有免疫相关基因的下降 也有癌基因的上

调 但热毒内蕴亚型基因表达提示了正气未虚 尚有防御

能力 如nm23基因增高  P18基因表达增高; 而气虚夹瘀

亚型中则无此改变.

结论: 胃癌患者的基因表达既有相同表达改变 也有不同

中医证型的基因谱表达改变也不相同 基因表达谱可为中

医的证型提供科学依据.

刘莺, 李俊军, 朱文锋, 刘平. 胃癌中医证型相关基因的表达谱. 世界华人消

化杂志  2003;11(9):1318-1321

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1318.asp

0   引言

人类基因组计划的实现给中医现代化带来了新的机遇[1].

基因组学研究方法与中医学的整体观 辨证观有许多

相似之处 一种疾病可能由于多个基因改变所致 而同

一种基因有不同表达状态可能导致多种疾病[2]; 反映出

基因组学与中医学两个学科在思维方法上的趋近特征

为中医病证实质性突破提供了条件. 肿瘤在不同的个

体 不同的病理类型中其生长 浸润 转移是不同的

这一点与中医证的形成有某些相通之处[3]. 他们都是依

赖有特异编码的基因产物起作用 正是由于这种基因

的微细异常 决定其生物行为出现极大的变化[4]. 因

此 运用基因芯片技术寻找不同证型胃癌组织中的相

关基因表达谱差异表达 对研究胃癌证型的实质 胃

癌的中医证的基因诊断及指导临床用药有重大的意义.

1   材料和方法

1.1 材料  上海博星公司的基因表达谱芯片上一共有4 096

个点 其中设有几个阴性对照: 水稻U2RNA基因(8 个

点) HCV 外壳蛋白基因(8 个点) 空白点样液(32 个

点). 芯片所用的4 000个靶基因cDNA克隆 来自博星

公司及合作伙伴. 以通用引物进行PCR扩增 PCR引



物为1 000-3 000 bp (少数例外) PCR反应及产物提

纯采用标准方法[5] 通过琼脂糖凝胶电泳检测PCR产

物质量 靶基因溶解于3 SSC溶液中 用Cartesian公

司的7 500点样仪及Tele Chem公司的硅烷化玻片进行

点样 点样玻片经水合(2 h)室温干燥(30 min)UV交联

(能量设定65 mI/cm) 再分别用2 g/ LSDS 水及2 g/L

硼氢化钠溶液处理10 min 晾干备用. 胃癌组织标本4

例 是湖南省肿瘤医院2001-03行标准胃癌切除手术切

除的胃癌标本. 例 1: 男 23岁. 胃癌组织类型为低分化

腺癌 浸入胃壁全层 有近处淋巴转移. 例2: 男 35岁.

胃癌组织类型为中分化腺癌  浸入胃壁全层 有近处

淋巴转移. 例 3: 女 30岁. 胃癌组织类型为低分化腺癌

浸入胃壁深肌层 有近处淋巴转移. 例 4: 男 63岁. 胃

癌组织类型为低分化腺癌 部份黏液癌 浸入胃壁全

层 有近处淋巴转移. 经对胃癌术前患者症状进行聚类

与主成分分析显示 例1-2为邪热内蕴证中的热毒内蕴

兼气虚亚型; 3-4为气滞血瘀证中的气虚夹瘀亚型. 对照

组取自发育正常的流产胎胃. 分别于标本切除后立即液

氮保存.

1.2 方法  总RNA抽提方法参考Chomczynski et al (AnalbiGhein

1987;163:156)提出的步法加以改进: 将液氮保存的胃癌

组织和胎胃放在100 mm陶瓷碾钵内 分别彻底碾碎

成粉末 加入溶液D和 10 g/L 巯基乙醇匀浆成溶液

离心后上清液经1 1的酸性酚-氯仿两次抽提后 再

经NaAc和 5 1酸性酚-氯仿抽提 再经等体积异丙

醇沉淀;离心后用Mili-Qii 溶解沉淀 紫外分析 用LiCl

沉淀方法纯化后 紫外分析及电泳检测显示获得了高

质量的纯净mRNA. 用Oligotex Mrna (Quagen公司)纯化

mRNA参照SchenaR 方法转录标记cDNA并纯化 用

Cy3-dUTP标记正常组织mRNA 用Cy5-dUTP标记癌

组织mRNA. 乙醇沉淀后 溶解在20 µl 5 SSC+2g/L
SDS杂交液中.  将cDNA微矩阵和杂交探针分别在95 

水浴中变性5 min 将探针加在cDNA微矩阵上用玻片封

片 置于60 杂交15-17 h 然后揭开玻片 分别用

2 SSC+2 g/L SDS 1 g/L SSC+2 g/L SDS 1 g/L SSC

洗涤10 min 室温晾干. 芯片的扫描来自GeneralScanning

公司的ScanArray 3000扫描仪 分析软件为Biodoscovery

公司的 ImaGene3.0和博星公司开发的ArrayGene1.0.

       统计学处理  40个管家基因作参照 对原始数据进

行标准化处理 剔除Cy3和Cy-5中信号强度均小于400

的基因表达数据. 基因显著性差异表达的判定标准为:

Ratio大于2或 Ratio小于0.5 ( Ratio =Cy5/Cy3). 同时要

求筛选出的基因数据在所有样本中均能重复

2   结果

2.1 基因表达图谱  图 1-4为基因表达谱的散点图 每

一个点都代表一个基因 X轴和Y轴分别以Cy3的荧光

强度值(前景值-背景值)和Cy5(1-4)荧光强度值为坐标

每一个数据点代表芯片上一个基因点的杂交信号; 数据

若为红色则代表X值与Y值的比值在0.5-2.0之间 基

本属非特异表达; 数据若为黄色则代表X值与Y值的比

值在0.5-2.0之外 该点很可能就是表达差异基因.

图1  例 1病理组织与正常组织散点图.

图2  例 2号病理组织与正常组织散点图.

图3  例 3病理组织与正常组织散点图.

图4  例 4病理组织与正常组织散点图.

       图5-8为表达谱芯片双色荧光扫描图像 分别代表

了癌变组织中和正常组织中基因的表达. 对于某一点的

两种叠加荧光信号 如果Cy3信号较强 该点显绿色(下

调趋势) 如果Cy5信号较强 该点显红色(上调趋势);

如果强度相似 即呈黄色.
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图5  例1基因芯片双色重叠扫描图.  图6  例2基因芯片双色重叠扫描图.

图7  例3基因芯片双色重叠扫描图.  图8  例4基因芯片双色重叠扫描图.

2.2  胃癌组织的基因表达差异  所选4例原发胃癌标本

以胎胃为正常对照 筛选与胃癌组织中表达改变有差

异的基因. 在进入研究的4 096条基因中 发现表达差

异相差两倍以上的基因有80条 (1.95 %) 其中表达上

调的28条 下调的52条 其中包括肿瘤基因及肿瘤相

关基因; 为细胞周期蛋白;蛋白转录合成和转录因子; 细

胞受体; 免疫因子; 信号传导和传递蛋白; 代谢相关基因;

蛋白翻译合成基因 发育基因.

2.3 两证型基因表达差异  两证型基因表达 除上述80

条基因与正常胃比较表达有显著性差异外 两亚型之

间比较 表达有差异的基因有167条 其中热毒内蕴兼

气虚亚型中表达差异有71条 上调者35条 下调者36

条; 包括了: 4条癌基因或抑癌基因(2升 2降); 5条细胞

周期蛋类基因(2升3降); 1条离子通道和输蛋白(降); 5条

外压反应蛋白(2升 3降); 3条DNA结合转录因子(1升 2

降); 2条细胞受体(降); 9条免疫相关基因(8升1降); 21条

细胞信号的传递蛋白(9升12降); 12条代谢相关基因(11

升 1降); 10条蛋白翻译合成蛋白(5升 5降); 1发育相关

基因(降); 10条其他基因. 根据已查的文献 上调的基因

有: 干扰素相关基因 nm-23 CD24 P18 下调基

因的有: 细胞周期素E IV型胶原酶等. 气虚兼瘀血亚

型 表达有差异的基因有 96 条 上调 57 条 下调

39条 包括了: 6条癌基因或抑癌基因(3升 3降); 8 条

细胞周期蛋类基因(5升 3降); 3条离子通道和输蛋白(2

升 1降); 12条外压反应蛋白(3升 9降); 2条细胞凋亡相

关基因(升); 1条DNA合成修复重组蛋白(升); 6条DNA结

合转录因子(5升1降); 3条细胞受体(1升2降); 5条免疫

相关基因(4升1降); 14条细胞信号的传递蛋白(4升10降);

17条代谢相关基因(13升 4降); 8 条蛋白翻译合成蛋白

(升); 4发育相关基因(1降3升); 23条其他基因. 据所查文

献有CD53 M15796等增高 下调的有NM-006096等.

3   讨论

我们所选病例中 都有不同程度的气虚和毒邪两因

素 因此在胃癌组织中既有代谢相关基因(X51405)的

下降 免疫相关因子(如人类免疫G蛋白)的下降表明

了胃癌的发生与自身免疫力的下降相关 同时也有肿

瘤转录相关基因(M97935)的增高; P21-Ras [6-9]在信号传递中

起作用 这种已失调节活性的效应分子的长期剌激

就导致细胞的无限增生而显示癌化现象. 组织中的P21-ras

突变 都提示癌基因突变. 这些变化显示了胃癌患者既

有脏腑功能下降 又有癌毒内蕴 呈发展趋势.

         热毒内蕴兼气虚亚型的基因表达特点: nm23基因增

高. nm23 [10-17]是一种与肿瘤转移抑制有关的基因. 其基

因编码产物为核苷酸激酶(NDPK) 参与体内三磷酸核

苷的生成 通过影响微管聚合状态及G蛋白介导的信号

转导通路而调节细胞代谢 在肿瘤细胞的增生 分化 侵

袭及转移过程起重要作用. 因此检测nm23基因有无异常

表达降低对胃癌有无转移及预判断具有重要意义. P18基

因表达增高. P18是一种多肿瘤抑制蛋白基因[18-21]. 主要作

用CDF4/CDK6两种CDK的蛋白激酶活性 具有特异性

的抑制作用 而细胞周期素依赖性蛋白激酶CDF处于

细胞周期的中心 有关CDK分子的不同位点的磷酸化

修饰决定了CDK蛋白的活性 并决定了一系列与基因

表达有关的蛋白的磷酸化修饰状态 从而对细胞周期

具有调节机制. 因此P18蛋白也是细胞周期中的一个重要

的有抑制作用的蛋白质. 免疫相关基因增高. 有白介素-

受体mRNA 干扰素诱导的9-27mRNA和 56-ku蛋白

质 人类B细胞促进因子增高. 有实验证明这些细胞因

子(白介素 干扰素诱导 人类B细胞促进因子)增高

能抑制和杀伤肿瘤细胞生长 其机制可能还与促进肿

瘤抗原表达 有利于机体某些免疫活性细胞识别 黏

附和杀伤有关. 表明本型患者正气未虚 尚有抗邪个出

之势.  细胞周期素E (cyclin E)减少[22-30]. 过表达时具有

一定的促进细胞进入到S期的作用 而异源性细胞周

期素E (cyclin E)足以诱导分裂后处于G1期的细胞进行

另一轮的DNA复制以及分裂过程 同时异源性表达的

细胞周期素E也足以诱导细胞周期素A 和B 的积累 而

这两种细胞周期素又是有丝分裂期所必须的. 细胞周期
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素E (cyclin E)促进细胞周期素A和B积累的机制 不

是促进这两种细胞周期素的转录 可能是抑制了细胞

周期素降解机制 使这两种细胞周期素的蛋白更为稳

定. 下降则使细胞进入G1期及DNA复制过程受阻. IV型

胶原酶下降. IV型胶原酶是其底膜结构中最为重要的组

成. 肿瘤细胞要通过其底膜进行转移 必须分泌这种

酶 以破坏其底膜的结构 因而推测肿瘤细胞转移与

IV型胶原酶表达水平与活性有关. 当 IV型胶原酶下降

时 肿瘤的转移受阻.

       通过对表达有显著差异的基因功能的认识 可以

看到 在热毒内蕴兼气虚证中 由于正气未衰 尚有防

御功能 因此抑癌基因和有抑癌作用的基因表达增强

(nm23 基因 P18基因 干扰素相关基因) 具有肿瘤

生长和转移作用的基因下降(细胞周期素E IV型胶原

酶). 抗癌因素强于癌毒扩散因素. 在临床上所表现的证

型以实为主 病变较轻.

        气虚兼瘀血型的基因谱表达特点: CD53基因 未成

熟瘤克隆转录子 周期蛋白基因 D型细胞周期蛋白互

作蛋白1等表达增强. 这些基因在胃癌发生发展过程中

的作用机制有待于进一步研究. 但热毒内蕴兼气虚亚型

中基因表达特点在本亚型不具备.

       总之 胃癌中医证型形成机制与基因表达有关 因

此阐明基因与证之间的联系 对认识疾病的发生机制

预测疾病的转归无疑会发挥重要作用. 研究基因表达谱改

变与证型多样性之间的联系是一个崭新的领域 也是研

究中医证实质的关键所在 应引起我们足够的重视.
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Abstract
AIM: To investigate the special anti-H22 hepatocellular
carcinoma growth effect of the MUC1 gene immunization.

METHODS: Balb/c mice were immunized intramuscularly
with 100 µg MUC1 cDNA 3 times at 3-weekly intervals.
Three weeks after the last immunization, tumor challenge
experiments were performed by using MUC1 expressing
tumor cell line H22. Tumor growth inhibition and body protection
were observed two weeks later. After 43d of challenge
experiments, all mice were killed and tumors were weighed.
Histological analysis of tumor tissue was carried out with
HE staining.

RESULTS: After 43 d of challenge experiments, the volumes
of H22 hepatocellular carcinoma in MUC1cDNA, pcDNA3.1
(+) and NS groups were 547±59 mm3, 1 185±84 mm3 and
1 220±95 mm3 (P <0.01), respectively. The average mass
of H22 hepatocellular carcinoma in the three groups was
1.87±0.96 g, 4.19±1.34 g and 4.23±1.32 g (P <0.01),
respectively . Tumorigenic rate was only 50 % in MUC1cDNA
group, and was 100 % in pcDNA3.1(+) and NS group. H22

hepatocellular carcinoma growth in mice of MUC1cDNA
group was significantly suppressed (P <0.01), and a significant
body protective effect was found in mice of MUC1cDNA
group (P <0.05), compared with control group. Histological
analysis showed that the H22 hepatocellular carcinoma
tissues were markedly necrosed in mice of MUC1cDNA
group compared with that in control group.

CONCLUSION: MUC1 gene immunization can significantly
suppress H22 hepatocellular carcinoma growth.

Yuan SF, Wang L, Li KZ, Yan Z, Han W, Zhang YQ. Inhibitory effect of
MUC1 gene immunization on H22 hepatocellular carcinoma growth.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(9):1322-1325

摘要

目的: 观察MUC1基因免疫对H22肝癌生长的特异性抑制

作用.

方法: 采用股四头肌肌肉注射法将构建的MUC1基因疫苗

pcDNA3.1-MUC1免疫Balb/c小鼠 每次100 µg 3 wk /次
共3次. 最后一次基因免疫后3 wk 接种表达MUC1的H22

肝癌细胞. 2 wk后观察 记录肿瘤的生长情况. 于肿瘤细

胞接种后43 d 处死全部动物 称肿瘤的质量. 荷瘤小鼠

的瘤组织常规HE染色.

结果: 肿瘤细胞接种后43 d MUC1预防组 质粒pcDNA3.1

对照组及生理盐水阴性对照组H22肝癌大小分别为547

59 mm3 1185 84 mm3 和 1220 95 mm3 (P <0.01);平

均瘤质量分别为1.87 0.96 g 4.19 1.34 g和 4.23

1.32 g (P <0.01) ; pcDNA3.1对照组和生理盐水阴性对照组

100 %可见瘤体形成 肿瘤生长 而MUC1基因疫苗预

防组仅见50 % (5/10)的小鼠有瘤体形成 与对照组相比

MUC1预防组H22肝癌生长受到明显抑制(P <0.01); MUC1

预防组小鼠免疫保护有显著差异(P <0.05). 病理学检查结果

显示 与pcDNA3.1对照组相比 MUC1 DNA疫苗预防组

鼠H22肝癌组织大量坏死.

结论: MUC1基因免疫显著抑制H22肝癌生长.

袁时芳, 王岭, 李开宗, 颜真, 韩苇, 张英起. MUC1基因免疫抑制H22肝癌生

长的实验研究. 世界华人消化杂志  2003;11(9):1322-1325
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0   引言

尽管化放疗等有效的抗肿瘤治疗使癌症患者生存率不

断提高[1-4] 然而 大多数癌症转移患者因不能被治



愈而死亡[5-7]. 因此 探索有效的治疗肿瘤的新途径十分

必要[8-10]. DNA疫苗以其简单而独特的免疫方式和良好的

动物免疫效果而倍受关注[11, 12]. 人MUC1基因的编码产

物Mucin是一种 型跨膜蛋白. 研究发现 MUC1在乳

腺癌及肝癌等多种肿瘤中异常表达且由于糖基化不全

导致新的抗原肽表位暴露,是肿瘤主动特异性免疫治疗

理想的靶分子[13-17]. 我们探讨MUC1基因疫苗是否可以

特异性抑制H22肝癌生长.

1    材料和方法

1.1 材料  小鼠肝癌细胞H22为本室保存. Balb/c小鼠20

只 雌雄不限 4-6 wk 15-20 g 第四军医大学

实验动物中心提供. 含 32 tandem  repeats 的MUC1质粒

pVax-MUC1由英国 Imperial Cancer Research Fund 的

Taylor-Papadimitriou 教授惠赠 E.coli DH5 由本室

保存. E.Z.N.AR plasmid Miniprep Kit,购自Omega公司;

DMEM购自Gibco公司; RPMI1640培养液(Sigma公司);

小牛血清购自杭州四季清生物工程材料研究所; MUC1

单克隆抗体为Antibody Diagnostica 公司产品 链霉素-

卵白素-生物素-过氧化物酶复合物(SABC)试剂盒 二

氨基联苯胺(DAB)试剂盒 (武汉博士德生物工程有限公司).

1.2 方法  MUC1基因疫苗pcDNA3.1(+)-MUC1构建及表

达见文献[18]. 碱裂解法大量制备重组质粒pcDNA3.1-

MUC1及空载体pcDNA3.1 采用聚乙二醇沉淀法(PEG

法)纯化. 无菌生理盐水溶解质粒 紫外分光光度计测

A260及 A280计算浓度 A260/A280值达1.8-2.0 定量

用无菌生理盐水稀释成浓度为 g/L  -20 保存. 免

疫组织化学法检测H22肝癌细胞MUC1 表达  取少许

H22肝癌细胞 浓度以形成单细胞层为宜 分别滴于

多聚赖氨酸处理过的载玻片上 经空气干燥后 -20 

冷丙酮固定5 min 接着在蒸馏水中洗一下 空气中

干燥 4 保存. ABC法免疫染色 封片待检. Balb/c

小鼠 20 只随机分为 3 组 pcDNA3.1-MUC1 实验组

(MUC1组)10只 pcDNA3.1空白对照组(pcD3.1组)5只

灭菌生理盐水阴性对照组(NS组) 5只. 每只小鼠100 µL
(1 g/L) 质粒 小鼠股四头肌肌肉丰厚处肌肉注射. 3 wk /

次 共 3次 最后一次基因免疫后3 wk 实验组和对

照组小鼠于右臀及大腿部皮下接种0.2 mL (1010/L) H22

肝癌细胞 进行保护实验. 每周观察记录1次肿瘤的生

长情况 用游标卡尺测量肿瘤的长 短径. 肿瘤体积按公

式V(mm3)=0.4ab2计算[19] a =长(mm) b =宽(mm) 比

较肿瘤大小并绘制生长曲线. 于肿瘤细胞接种后43 d

处死全部存活动物 称肿瘤的质量. 解剖并分离荷瘤

Balb/c小鼠的瘤组织 用40 g/L甲醛固定 常规石蜡包

埋 切片 HE染色镜检 观察肿瘤的组织细胞结构.

        统计学处理  采用SPSS11.0软件进行方差分析和χ2

检验.

2   结果

2.1 肿瘤生长  接种H22肝癌细胞后43 d MUC1预防组

质粒pcDNA3.1对照组及生理盐水阴性对照组H22肝癌大

小分别为547 59 mm3 1185 84 mm3和1220 95 mm3

3 组肿瘤生长速度有非常显著的差异(F =198.29 P =

0.0 001 图1) 差别主要在MUC1预防组与pcDNA3.1

对照组和MUC1预防组与NS对照组之间(P <0.01) MUC1

预防组H22肝癌生长受到明显抑制. MUC1 DNA免疫对

小鼠H22 肝癌的瘤体质量为1.87 0.96 g 比 pcD3.1

组 4.19 1.34 g和NS 组 4.23 1.32 g 轻( P <0.01).

图1   小鼠H22肝癌生长曲线.

图2  MUC1疫苗组H22肝癌组织细胞坏死.
A: MUC1 cDNA组; B: 对照组.

2.2 体内免疫保护  小鼠接种H22肝癌细胞后观察43 d

MUC1基因疫苗预防组仅见50%(5/10)的小鼠有瘤体形

成 而pcDNA3.1对照组及生理盐水阴性对照组100 %

可见瘤体形成 肿瘤生长. 与对照组相比 MUC1 预

防组小鼠免疫保护有显著差异(校正 χ2=4.27 P <0.05).
与对照组相比 MUC1 DNA疫苗预防组鼠H22肝癌组

织中大量肿瘤细胞变性和坏死(图2) . H22肝癌细胞滴片
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免疫组化呈阳性(图3)

图3  H22肝癌细胞MUC1免疫组化染色.
A: Positive; B: Negetive.

3   讨论

基因免疫也称基因疫苗或DNA疫苗 是将编码某种抗

原的基因片段克隆到真核表达质粒 再用该质粒DNA

免疫动物 使之在机体细胞内持续表达具有天然构象

的抗原蛋白 并刺激机体产生抗原特异的体液免疫和

细胞免疫应答. 他的突出优点是能通过不同途径诱导产

生细胞毒T淋巴细胞(CTL) 因此基因免疫在诱导抗肿

瘤免疫方面比常规疫苗更具有优势. 肿瘤基因疫苗是将

肿瘤相关抗原(TAA)或肿瘤特异抗原作为抗肿瘤免疫攻

击的靶点[20]. 人MUC1基因的编码产物Mucin 他的多

肽骨架由胞外段 跨膜段和胞内段3部分组成, 含有抗

原表位的重复序列位于胞外段 是细胞表面最先与机

体免疫系统接触的膜表面分子 可诱发特异性抗乳腺

癌的CTL免疫应答[21-26]. Takao et al [16]报道 MUC1在

肝内胆管癌65 %高表达 且与癌灶肝转移及预后不良

相关. Cao et al [17]研究发现 人肝细胞癌(HCC)MUC1阳

性反应 可作为HCC的预后指标. MUC1基因免疫是否

可以抑制肝癌生长尚不清楚. 我们用构建的编码Mucin

蛋白的基因疫苗pcDNA3.1-MUC1 质粒免疫Balb/c小鼠

后 用表达MUC1的H22肝癌细胞接种 证实MUC1

基因免疫可以在小鼠体内特异性抑制H22 肝癌生长.

        动物实验前 我们用免疫组织化学法检测MUC1在

H22肝癌细胞表达. 结果表明 H22肝癌细胞滴片免疫

组化均呈阳性染色结果. 在其基础上 我们将2 106

个H22 肝癌细胞接种在Balb/c 小鼠右臀及大腿部皮

下 接种肿瘤细胞后 10 d 左右即可摸到皮下的瘤结

节 肿瘤在不同个体的生长速度均匀 成瘤率100 %.

稳定的H22肝癌荷瘤动物模型的建立 为下一步的免

疫预防研究提供了条件.

      基因免疫结果显示 接种H22 肝癌细胞后43 d

MUC1预防组 质粒pcDNA3.1对照组及生理盐水阴性对

照组H22肝癌大小分别为547 59 mm3 1185 84 mm3

1220 95 mm3 与对照组相比 MUC1 预防组肿瘤

生长速度显著降低(P <0.01). pcDNA3.1(pcD3.1)组和生理盐

水(NS)对照组的肿瘤生长速度未见显著性差异(P >0.05).

小鼠接种H22肝癌细胞后观察43 d MUC1基因疫苗

预防组仅见50 % (5/10)的小鼠有瘤体形成 而pcDNA3.1

对照组及生理盐水阴性对照组100 % 可见瘤体形成

肿瘤生长. 与对照组相比 MUC1预防组小鼠免疫保护

有显著差异(P <0.05). 生长曲线 平均瘤重和病理学检

查结果均表明 与对照组相比 MUC1预防组H22肝

癌生长受到明显抑制(P <0.01).

        总之 初步研究表明MUC1基因疫苗免疫接种 可

显著抑制H22肝癌生长 对于Balb/c小鼠荷瘤有免疫

保护作用. 肝癌在我国及亚洲国家常见[27-35] 因此 本

研究具有广阔前景.
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Abstract
AIM: To study the expression of hsMAD2 in primary human
hepatocellular carcinoma(HCC) tissues and its significance.

METHODS: The expression of hsMAD2 was detected with
immunohistochemical SABC method in 39 cases of HCC
tissue and 26 cases of liver cirrhosis tissue and 3 cases of
HCC cell lines, and the relationship between HCC patho-
logical grade and hsMAD2 expression rate was analyzed.

RESULTS: Fifty nine percent (23/39) of HCC tissues ex-
pressed hsMAD2, the positive rate was 100 % (15/15) in
non-tumor liver cells adjacent to HCC and 92 % (24/26) in
cirrhosis tissues. No expression was found in 3 cases of
HCC cell lines. There was no significant difference between
pathological grade and expression rate of hsMAD2.However,
there was a significant difference of expression of hsMAD2
between HCC tissues and cancerous tissues arrounding
liver tissues (χ2=6.888, P <0.01) and liver cirrhosis tissues
(χ2=8.656, P <0.01).

CONCLUSION: Expression rate of hsmad2 in HCC decreases
significantly compared to surrounding liver tissues and liver
cirrhosis tissues. hsMAD2 is possibly related to early patho-
genesis of HCC.

Li QL, Wang WL, Zhang XH, Yan W. Expression of hsMAD2 in Human
Hepatocellular carcinoma and its significance. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2003;11(9):1326-1328

摘要

目的: 探讨人原发性肝细胞肝癌中纺锤体组装关卡hsMAD2

蛋白的表达及其意义.

方法: 采用免疫组织化学SABC法检测了hsMAD2在39例

HCC组织 26例肝硬化组织和3例HCC细胞系的表达情

况 并分析了其阳性率与HCC病理分级的关系.

结果: 59 % (23/39)的HCC组织表达hsMAD2 而癌旁肝

组织的阳性率为100 % (15/15); 肝硬化为92 % (24/26)

3例HCC细胞系均未见表达.hsMAD2在HCC中表达率与

HCC病理分级无关 而在癌组织与癌旁肝组织(χ2=6.888
P <0.01) 肝硬化组织(χ2=8.656 P <0.01)之间的差异具
有显著性.

结论: hsMAD2在HCC组织中的表达率相对于癌旁肝组织

和肝硬化组织显著降低 提示该蛋白的表达可能与早期

HCC发生相关.
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0   引言

原发性肝细胞肝癌(primary human hepatocellular

carcinoma HCC)是消化系统常见的恶性肿瘤之一[1-8]

已经成为严重危害人类生命的主要疾病 其发病率在

我国肝病患者中有明显增加趋势 其诊断和防治亟待

解决[9-12]. 但有关HCC的发病机制仍未完全清楚. hsMAD2

(human mitotic arrest deficient-2 hsMAD2)是监控有

丝分裂时纺锤体行为的最重要的关卡(checkpoint)基因之

一. 这类基因可能控制着最初的癌变过程 因为MAD

基因控制着的关卡(纺锤体组装关卡)的失效会导致染色

体畸变和基因组的不稳定. 有关人HCC的 hsMAD2表

达 及其与HCC病理分级之间的关系 目前尚未见报

道. 我们采用免疫组化技术结合组织病理学观察 检

测了hsMAD2 在HCC 癌旁 肝硬化组织和HCC 细

胞系的表达与分布情况 分析其阳性率与HCC病理分

级的关系 并探讨hsMAD2在HCC发生和发展中可能

的作用及意义.



1   材料和方法

1.1 材料  HCC39 例 肝硬化组织标本26例 为第四

军医大学西京医院病理科经病理诊断证实. HCC 参照

WHO病理分级标准划分等级 包括 级(HCC 肿

瘤细胞分化程度高)13 例 级(HCC 肿瘤细胞分

化程度中等)16 例和 级(HCC 肿瘤细胞分化程度

低)10例. 在 39例HCC中 15例伴有癌旁肝组织. 所有

标本均经中性甲醛固定 石蜡包埋 5 µm 厚连续切
片. 3例HCC细胞系HepG2 SMMC-7721和HCC 均

为本室保存. 羊抗人hsMAD2 (C-19)多克隆抗体为美国

SantaCruz公司产品. 生物素标记的兔抗山羊IgG为北京

中山公司产品. 免疫组化SABC试剂盒武汉博士德公司

产品. DAB为华美公司产品.

1.2 方法  将细胞培养在含100 mL/L胎牛血清的PRMI

1 640培养液中 在各组细胞培养皿中分别加入已消毒

的玻璃盖玻片 分别接种转染后的细胞约1 105个. 待

细胞进入对数生长期后 取出盖玻片 用pH7.4的PBS洗

涤3次 再用950 mL/L酒精固定1 h. 自然晾干后 -20 

冰箱保存备用. 免疫细胞与组织化学染色 按照博士德

公司SABC试剂盒操作步骤进行 每次染色时均用PBS

代替 hsMAD2 作为阴性对照. 以多次重复实验证明为

hsMAD2阳性的1例乳腺癌为阳性对照. 同时用抗生物

素(avidin)排除了内源性生物素的干扰. 数据处理采用网

格测试法[13] 每例选择10 个 40 倍视野 向同一方向

移动切片 不重复 不重叠 按照 hsMAD2 阳性细

胞数占视野中总细胞数的百分比分为阴性 阳性. 无阳

性着色或阳性细胞率小于5 %者为阴性(-); 阳性细胞率

在大于5 %为阳性(+). 采取2人双盲法阅片 观察结果

应一致.

        统计学处理  对数据采用SPSS软件进行样本率的χ2

检验.

2   结果

hsMAD2阳性的细胞主要为细胞质着色 呈棕黄色 细

颗粒状 少部分细胞有细胞核和细胞质同时着色; hsMAD2

在HCC中的阳性表达以弥漫性弱阳性为主 偶见局灶性

强阳性表达; 癌旁肝组织特别是癌旁肝硬化组织的表达

普遍为较强阳性 部分肝硬化组织中胆管上皮也可见

阳性着色(图1-3); 所有阴性对照均无阳性着色. hsMAD2

在HCC中表达的阳性率为59 % (23/39) 其中HCC

62 % (8/13) HCC 56 % (9/16) HCC 60 % (6/10);

癌旁肝组织的阳性率为100 % (15/15); 肝硬化为92 %

(24/26). 3例HCC细胞系(HepG2 SMMC-7721和HHCC)

均为阴性表达.

        经 χ2检验 HCC中hsMAD2表达率与癌旁肝组织
比较 (χ2=6.888 P <0.01) 与肝硬化组织比较(χ2=8.656
P <0.01) 差异均具有显著性 但在HCC各病理分级之

间无显著性差异.

图1  HCC组织中, hsMAD2阳性物质表达于细胞质内(SABC 400).

图 2  HCC及癌旁组织中, hsMAD2阳性物质位于表达于细胞质内及
胞膜上(SABC 400).

图 3  肝硬化组织中, hsMAD2阳性物质表达于细胞质内, 部分见于核
内(SABC 400).

3   讨论

HCC 常见 位居我国恶性肿瘤发病的第 3 位 约占

全世界HCC病例的42.5 % 每年死于HCC的人数约为

11万[14]. HCC复发率高 预后较差[15-20]. 有关HCC的发

病机制 目前仍不完全清楚.

        目前认为以MAD2基因为代表的这类基因可能控制

着最初的癌变过程 因为MAD基因控制着的关卡的失

效会导致染色体畸变和基因组的不稳定(Science  1996;

274(5285):246-248). hsMAD2在结肠癌 肺癌 胃癌[21]乳

腺癌[22]和膀胱癌[23]的突变率都很低 但在乳腺癌[22]

卵巢癌[24]细胞系和肺癌 鼻咽癌[25]的蛋白表达降低

而且 我们此前在急性白血病中以半定量RT-PCR的
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方法研究也发现hsMAD2的表达较正常明显降低[26]. 我

们应用免疫细胞与组织化学检测技术 初步检测了

hsMAD2在HCC 癌旁肝组织和肝硬化中的表达与分

布情况 结果表明: hsMAD2在HCC组织的检出率(59 %)

明显低于肝硬化(92 %)和癌旁肝组织(100 %) 存在着

显著的统计学差别(P <0.01); 而且 hsMAD2在HCC中

的阳性表达以弥漫性弱阳性为主 偶见局灶性强阳性

表达 而在癌旁肝组织特别是癌旁的肝硬化组织的表

达普遍为较强阳性; 在检测的3例HCC细胞系中 更

是全部为阴性表达. 因此可以推测 hsMAD2表达的降

低或缺失可能与HCC的发生演进之间存在某种联系. 另

外 在HCC各病理分级之间无显著性差异 说明hsMAD2

的表达降低或缺失可能主要在HCC的早期发生中具有

某些作用. hsMAD2能与CDC20 (cell division cycle control

protein)结合 后者能直接结合并活化APC(anaphase-

promoting complex) 而APC的活化是哺乳动物细胞分

裂后期开始和细胞分裂完成所必需的 hsMAD2的功能

在于当其与CDC20结合后 抑制CDC20对APC的活

化 从而引起细胞停滞在分裂的中-后期 使细胞周

期受阻[27, 28]. 理论上 纺锤体组装关卡失常可以导致复

制后的染色体在两个子细胞中分布不均 即产生非整

倍体 并导致基因组不稳定性 多基因突变的原因可能

即在于此. 据此我们推测 在HCC 的发生演进过程

中 由于细胞周期调控发生紊乱或存在其他机制 造成

hsMAD2 的表达水平降低甚至缺失表达 致使其关卡

功能削弱或丧失 从而引起其间接抑制APC活化的功

能减弱或丧失 如果细胞在分裂过程中存在某种错误

也不会在此关卡处停滞下来 而是按照错误的方式继

续分裂下去 继而引起细胞染色体组的不稳定 甚至发

生癌变. hREV7能与hsMAD2结合 前者的过表达不引

起细胞周期的停留[29]. GM-CSF(粒 -巨细胞集落刺激因

子)也可能通过与MAD2作用参与调节细胞周期M期关

卡[30]. 总之 这类基因与肿瘤的关系值得我们注目.
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Abstract
AIM: To induce apoptosis of human cultured hepatocellular
carcinoma (HCC) cell line SMMC-7721 by GnRH-analog
alarelin, and to provide the experimental evidence for GnRH-A
in endocrinotherapy of HCC.

METHODS: MTT assay, transmission electron microscopy
and DNA end labeling method were used to identify apoptosis
of cultured human hepatocellular carcinoma cells treated
by alarelin.

RESULTS: SMMC-7721 cell line was induced by alarelin in
10-9 mol/L concentration. The induction of apoptosis was
dose-effect dependent. Under electron microscopy we
could identify the earlier and later stage of apoptotic cells,
and chromatin condensation, as well as apoptosis body
formation. DNA end labeling method showed that alarelin
could induce apoptosis of HCC cells (0.29±0.06 vs 0.11±0.03),
and their apoptosis body formations were observed. Compared
with control group, the TUNEL index was increased significantly

in alarelin treated groups (P <0.05).

CONCLUSION: GnRH-analog alarelin can induce apoptosis
of cultured human HCC cell line SMMC-7721, and it plays
a potential role in the treatment of human HCC.

Liu QY, Dou KF, Zhang JS, Sun L, Huang LY, Zhang YQ. Gonadotropin
hormone-releasing hormone analog induces apoptosis in human
hepatocarcinoma cell in vitro. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11
(9):1329-1332

摘要

目的: 研究GnRH类似物阿拉瑞林诱导体外培养的人肝癌细

胞株SMMC-7721 发生凋亡的作用 为GnRH类似物用

于肝癌的内分泌治疗提供实验资料.

方法: 采用MTT法 形态学透射电镜观察和末端脱氧核苷

酸标记法观察被阿拉瑞林处理后的SMMC-7721细胞的形

态学和生化等指标的变化.

结果: MTT法研究结果表明阿拉瑞林在10-9 mol/L浓度时

即可诱导7721细胞凋亡 并呈量-效效应. 透射电镜下可

观察到早期凋亡细胞和晚期凋亡细胞以及核染色质浓缩并

见凋亡小体. 末端脱氧核苷酸转移标记法进一步证实阿拉瑞

林可以诱导肝癌细胞凋亡并可见凋亡小体; 与对照组相比

阿拉瑞林处理后TUNEL凋亡指数显著增加(0.29 0.06 vs

0.11 0.03 P <0.05).

结论: GnRH类似物可诱导体外培养的肝癌细胞株SMMC-

7721发生凋亡 从而提示GnRH类似物对人肝细胞性肝

癌具有潜在的治疗作用.

刘庆元, 窦科峰, 张金山, 孙岚, 黄鲁豫, 张远强. GnRH类似物诱导肝癌细胞

凋亡的体外研究. 世界华人消化杂志  2003;11(9):1329-1332

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1329.asp

0   引言

促性腺激素释放激素(gonadotropin-releasing-hormone-
analog  GnRH)对垂体外的多种外周组织的生理功能均
有调节作用[1-3]. 已有研究表明 乳腺 前列腺 卵巢
垂体和胰腺发生的肿瘤细胞上有GnRH结合点 促性腺
激素释放激素类似物(GnRH-A)可抑制这些肿瘤的生长.
实验研究和临床观察均提示肝癌可能是一种性激素依赖
性肿瘤 有文献报道体外培养的人肝癌细胞上有GnRH
受体 GnRH对该细胞系有生长抑制作用 肝癌的发
生 发展过程与细胞凋亡有十分密切的关系[4-17]. 为探讨
GnRH-A对肝癌细胞生长抑制作用的机制 我们采用
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体外细胞培养技术 用MTT试验 电镜观察和TUNEL

技术研究GnRH类似物-阿拉瑞林对肝癌细胞SMMC-

7721增生和凋亡的影响 以期为深入研究GnRH在肝

癌细胞增生调控的作用机制和将GnRH类似物用于肝癌

的内分泌治疗提供实验依据.

1   材料和方法

1.1 材料  人肝癌细胞株SMMC-7721由本校细胞工程中

心提供. 培养于含 100mL/L 小牛血清(华美公司)的

RPMI1640 (Gibco公司)培养液中 37 50 mL/L CO2
饱和湿度的培养箱中培养. 阿拉瑞林为白色粉末 上海

丽珠东风生物技术有限公司产品 使用前用RPMI1640

培养液配制成所需浓度.

1.2 方法

1.2.1 细胞毒性MTT实验  将对数生长期的SMMC-7721

细胞记数后调整细胞浓度为1 104接种到96孔培养

板 100 µL/ 孔 每组 3 孔 细胞贴壁后 每孔分别
加入10-5 10-6 10-7 10-8 10-9及10-10 mol/L 不同

浓度的阿拉瑞林继续培养48 h 以培养液为生存对照

组 每孔加 5 mg/L MTT (Sigma公司) 50µL 再培养4 h
然后加入DMSO150/孔 振荡5 min后用酶标仪(490 nm)

测定各孔的A值 求出肿瘤细胞生长抑制率=(1-加药

组A值 /生存对照组A值) 100 %.

1.2.2 末端脱氧核苷酸转移标记TUNEL法  分别将浓度

为10-10和10-5 mol/L阿拉瑞林处理SMMC-7721细胞48 h

后 消化并制成细胞悬液移入6孔培养板中 放入盖

玻片 培养至细胞贴壁 玻片经40 g/L多聚甲醛固定

30 min 0.01 mol/L PBS 漂洗 3次 按细胞凋亡检测

试剂盒 (博士德公司) 说明书操作. 细胞核中有棕黄色颗

粒者为阳性细胞 即凋亡细胞 可见胞核裂解 并可见

凋亡小体. 光镜下观察 计算TUNEL指数(阳性细胞数/

总细胞数).

1.2.3 凋亡形态学观察  收集经阿拉瑞林处理后细胞

离心沉淀 常规固定 透射电镜观察 照相.

        统计学处理  用精确χ2检验分析实验数据  P <0.05
为有显著差异.

2   结果

2.1 MTT法检测  随着阿拉瑞林浓度的升高 对7721

细胞的抑制率也增大 呈剂量依赖型(表 1).

2.2 TUNEL 法检测  光镜下观察 可见肝癌部分细胞

呈TUNEL阳性反应 阳性物质呈棕黄色颗粒主要位于

胞核内 且多有胞核形态改变 体积变小 呈肾形(图1).

对照组 10-10 mol/L 和 10-5 mol/L 阿拉瑞林处理组

SMMC-7721 细胞的 TUNEL指数分别为 0.11 0.03;

0.29 0.06和0.26 0.04. 两经阿拉瑞林处理组与对照

组之间均具有显著性差异(P <0.05); 10-10mol/L 和10-5mol/L

阿拉瑞林处理组间未见明显差异(P >0.05).

2.3 透射电镜观察  电镜下可见部分细胞体积缩小 核

固缩 染色体密集于核膜下. 部分细胞表现为核膜消

失 染色体断裂 核分裂成碎片 在胞质中与退变的细

胞器等成分一起 形成凋亡小体(图2).

表1  阿拉瑞林对SMMC-7721肝癌细胞增生活性影响的MTT试验结

果( sx ± )

GnRH-A浓度 (mol/L) A值 抑制率(%)

1.0 10-5 0.19 0.13 69.96 1.15

1.0 10-6 0.25 0.14 58.22 0.78

1.0 10-7 0.38 0.13 51.65 0.53

1.0 10-8 0.35 0.10 45.13 2.47

1.0 10-9 0.48 0.11 28.59 1.72

1.0 10-10 0.54 0.12 15.78 3.58

0.0 (对照) 0.62 0.15            -

图1  肝癌细胞TUNEL染色阳性  400.

图 2  肝癌细胞中凋亡小体  8 700.

3   讨论

目前肝癌仍是严重威胁人类生命的主要疾病之一 手

术切除癌肿仍为肝癌众多治疗方案中首选 但许多肝癌

患者在确诊时已属于中晚期 从而丧失了手术机会 作

为保守治疗的化疗和放疗的效果不佳 毒副作用大[18-21].

近年来肿瘤的内分泌治疗作为一种高效低毒的治疗方

法 正引起肿瘤病理学家和临床医师的重视. 已有的研

究表明 乳腺 肺 结肠 子宫 肾脏和胰腺等组织发

生的肿瘤细胞上均有GnRH结合位点 GnRH类似物

(GnRH-A)可抑制这些肿瘤细胞的生长[22-24]. 传统观点认
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为 GnRH类似物对促性腺激素的降调节作用以及其所

引起的甾体激素水平下降是GnRH-A被引入激素依赖性

肿瘤治疗的理论基础; 然而最近的研究发现 GnRH-A对

多种恶性肿瘤细胞的生长可能具有直接的抑制作用[25].

GnRH类似物包括GnRH激动剂及拮抗剂 阿拉瑞林

为人工合成的促性腺激素释放激素的九肽类似物 为

GnRH激动剂 一些研究资料已经表明阿拉瑞林对多种

肿瘤有一定的治疗作用 但其作用机制尚不十分清楚.

我们的研究已经证明人肝癌组织细胞上有GnRH受体 [26].

我们用体外细胞培养技术观察了LHRH-A对人肝癌细

胞系SMMC-7721生长的影响 MTT细胞毒性实验结果

表明 GnRH-A对SMMC-7721细胞活性的抑制作用呈

剂量依赖性 将不同浓度的阿拉瑞林(10-10-10-5 mol/L)

作用于SSMC-7721细胞株培养48 h 在低浓度10-9 mol/L

时即对细胞有抑制作用 且随着浓度的增高 抑制作

用增强 表明阿拉瑞林对体外培养SSMC-7721人肝癌

细胞株有直接抑制作用 且呈剂量依赖效应. 根据这一

实验结果 我们观察了10-10和10-5 mol/L 两种不同浓

度GnRH-A对肝癌细胞凋亡指标的影响.  应用形态学观

察和末端脱氧核苷酸转移标记法证实 阿拉瑞林作用

后SSMC-7721细胞出现了细胞凋亡的典型生化和形态

学特征.

         迄今已有大量探讨肝癌细胞增生与凋亡机制的研究

报道[27-32]. GnRH与性激素依赖性肿瘤细胞的增生调控有

关 GnRH类似物已用于这些肿瘤的临床治疗. Yin et al [22]

利用RT-PCR技术和Southern杂交法证明 在人卵巢

癌 肝癌(Hep G2)及绒毛膜癌 (JEG-3)等细胞中均有

GnRH 基因的表达. 另外Pati et al [33]也证实在人肝癌细

胞系HepG2 和 HuH7中有GnRH受体存在 并且不同

分子类型的GnRH对这两种细胞系的生长有抑制作用.

我们先前的研究表明[34] GnRH-A具有显著的体内抗

肝癌细胞增生活性 瘤内注射LHRH-A治疗使瘤体明

显缩小 治疗3 wk 后 抑瘤率可达57.7 % 并且治

疗组裸鼠的平均生存期明显延长; GnRH-A可使体外培

养的hHCC和 FSK-7902肝癌细胞Bax蛋白表达增加

说明 LHRH-A 对肝癌细胞增生的调控与 Bax 有关.

Westphalen et al [35]比较了阿霉素和AN-152 (LHRH类似

物与阿霉素的连接体)对人卵巢癌细胞生长的抑制效应

发现AN-152对LHRH 受体阳性卵巢癌细胞(EFO-21

EFO-27)生长的抑制效应显著高于阿霉素 并且过量的

LHRH受体激动剂可阻断AN-152的作用; 激光扫描显

微镜观察到AN-152和阿霉素在癌细胞内的积聚; 而在

LHRH 受体阴性卵巢癌细胞(SKOV-3) AN-152的效应

则不及阿霉素 并且癌细胞内也未发现有AN-152 积

聚 这说明AN-152对卵巢癌细胞增生的抑制作用是由

LHRH受体介导的. 综合本研究结果及已有资料 我们

推测GnRH-A抑制肝癌细胞增生的效应可能是由其受

体介导的 当GnRH-A与肝癌细胞上的特异性受体结

合后 启动受体介导的信号传递系统 促使凋亡基因

开放和表达 从而使癌细胞周期分布改变 引发细胞

凋亡.
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Abstract
AIM: To investigate whether bFGF regulates p21WAF1 ex-
pression of Bel-7402 cell line via PI3K/PKB pathway.

METHODS: 32P incorporation assay. The expression of p21WAF1-
mRNA was assessed by RT-PCR. The expression of p21WAF1

protein was detected by Western blot. Cell cycle analysis
was performed on a FACScan.

RESULTS: Both membrane and cytosol activity of PKB in
Bel-7402 cell which were treated with bFGF (25 µg/L)
reached the peak at 10 min. p21WAF1 mRNA level was
upregulated and peaked at 1 h (5.5 fold induction).
Correspondingly, p21WAF1 expression was increased and
peaked at 2 h (2.2 folds of reduction). Wortmannin efficiently
inhibited the activity of PKB (P <0.05), but not the level of
p21WAF1 mRNA and the expression of p21WAF1 protein. FCM
analysis showed bFGF induced S-phase entry (0.14±0.01
0.28±0.01, P <0.01), which was inhibited by wortmannin
effectively (0.28±0.01 0.22±0.01, P <0.01).

CONCLUSION:bFGF stimulates the proliferation of Bel-7402
cell line via PI3K/PKB pathway, and modulates p21WAF1 ex-
pression through separating signaling pathways.

Yu HY, Sun LP, Sun LG, Ding XH. Effect of basic fibroblast growth factor
on growth regulation in Bel-7402 cell line. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2003;11(9):1333-1336

摘要

目的: 探讨bFGF是否通过PI3K/PKB途径调节p21WAF1的表达.

方法: 32P掺入法检测PKB酶活性 RT-PCR Western blot

检测不同处理组Bel-7402细胞的p21WAF1表达 流式细胞

术分析细胞周期.

结果: 25 µg/L bFGF刺激细胞10 min 就可使胞液和膜性
PKB酶活性达高峰. p21WAF1mRNA表达水平在1 h达高峰

比对照升高了5.5倍. p21WAF1蛋白表达在2 h达高峰 比对

照升高了2.2倍. wortmannin预处理后 PKB活性在各时间

点均明显降低(P <0.05) p21WAF1 mRNA表达及p21WAF1蛋白

表达无明显变化. 流式细胞术分析显示 bFGF处理组与

对照组相比G1期细胞减少(0.65 0.01 0.49 0.02

P <0.01) S期细胞增多(0.14 0.01 0.28 0.01 P <0.01)

wortmannin能抑制此促增生作用(G1: 0.58 0.01; S: 0.22

0.01 P <0.01).

结论: PI3K/PKB途径可介导bFGF对Bel-7402细胞的促增

生作用 但是bFGF对p21WAF1表达的调节作用不依赖PI3K/

PKB途径.

于卉影, 孙利平, 孙黎光, 丁晓慧. bFGF对人肝癌细胞系Bel-7402的生长

调控. 世界华人消化杂志  2003;11(9):1333-1336

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1333.asp

0   引言

成纤维细胞生长因子(FGFs)和成纤维细胞生长因子受体

的信号转导通路与肿瘤发生发展的关系极为密切 是

细胞信号转导研究的热点[1-20]. PI3K/PKB是近年来发现

的一个新的生长因子信号转导途径. 越来越多的证据表

明 PKB与细胞代谢 生长 凋亡 恶变等密切相关[21-29].

p21WAF1是目前已知的具有最广泛激酶抑制活性的细胞周

期抑制蛋白[30-32] 他通过依赖和非依赖P53途径 对

细胞内信号和细胞外信号均能作出反应 参与细胞生

长 发育 分化 衰老及DNA损伤修复等多种功能的

调节[33-35]. 我们采用外源性bFGF直接作用于Bel-7402

肝癌细胞 观察其对p21WAF1表达的影响 探讨生长因

子通过PKB途径调控细胞周期进程的信号转导机制.

1   材料和方法

1.1 材料  人肝癌细胞株Bel-7402购自是中科学院上海

细胞所 DMEM培养基为Gibcolbrl 公司产品 小牛
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血清购自华美生物工程公司 TRIzol为Life-Technology

公司产品 扶济复(重组人bFGF)购自北京双鹭药业有

限公司 组蛋白2B为Roche 公司产品 cAMP蛋白激

酶抑制剂为Sigma 公司产品 [ -32P] ATP购于北京福

瑞生物工程公司 单克隆鼠抗人p21WAF1 辣根过氧

化物酶标记的二抗和ECL试剂盒购于北京中山生物技

术公司 TaKaRa RNA PCR 试剂盒购自大连宝生物工

程有限公司 其余试剂均为国产分析纯试剂.

1.2 方法

1.2.1 32P掺入法检测PKB酶活性  将对数生长期细胞1

108/L 接种于培养瓶 待达到70 融合时换成无血

清DMEM 培养液孵育过夜 使细胞同步化 然后随

机按下述时间点和浓度点分组施加因素. 分组如下:  (1)

不同剂量组: 0 25 50 75 µg/L 处理时间10 min;
(2)不同时间组: 0 5 10 60 min 剂量为 25 µg/L;
(3)wortmannin预处理组: 处理时细胞同步化同前 空白

对照以等量二甲基亚砜替代wortmannin 加入wortmannin

终浓度100 nmol/L 置于细胞培养箱中孵育1 h 然后

按(2)的各时间点加bFGF 处理. 处理期间细胞置于细胞培

养箱中. 处理结束后 收集细胞 用冰PBS 洗涤 3次.

按照文献[36]方法进行PKB酶活性检测.

1.2.2 Western blot 分析  取各组细胞40 µg总蛋白上样
于150 g/L SDS PAGE电泳分离 电转移至硝酸纤维素

膜上 加入一抗 孵育2 h 洗膜 加入羊抗鼠辣根过

氧化物酶标二抗 孵育2 h 按ECL免疫印迹检测试剂

盒说明进行显色 曝光. 分组如下: (1)bFGF组: 0 30 min

1 h 2 h 6 h 剂量为25 µg/L; (2)wortmannin+bFGF组:
先加入100 nmol/L wortmannin 孵育 1 h 然后按(1)

的各时间点加bFGF 处理.

1.2.3 RT-PCR检测p21WAF1mRNA 表达  应用premer

Primer5软件设计引物 由大连宝生物工程有限公司合

成 p21WAF1:上游引物5 -ACTTTGTCACCGAGACAC

CA-3 ; 下游引物5 -CCTCAGCCTTCCAAGTAGC 5 .

β-actin: 上游引物 5 -GATGACCCAGATCATGTTTG-3 ;
下游引物 5 -TGGAGTTGAAGGTAGTTTCG-3 . 按

Trizol试剂操作说明提取各处理组细胞的总RNA. 紫外检

测仪分别在260 nm和 280 nm波长下检测RNA的吸光

度A值 测定RNA的纯度. cDNA合成后 建立25 µL
反应体系 95 预变性90 s 循环 28 次 循环条件

为: 94 变性1 min 58 退火1 min 72 延伸1 min.

循环结束后72 延伸10 min. PCR产物用15 g/L琼脂糖

凝胶电泳 凝胶成像仪扫描摄影. 分组如下: (1) bFGF组:

0 30 min 1 h 2 h 剂量为25 µg/L; (2) wortmannin+bFGF
组: 先加入100 nmol/L wortmannin 孵育 1 h 然后按

(1)的各时间点加bFGF 处理.

1.2.4 细胞周期分析  收集消化的贴壁细胞 离心后重

悬在含100 mg/L RNA酶和10 g/L碘化丙啶的PBS中

用FACScan 检测 结果用Cell-Quest 软件分析数据.

        统计学处理  差异显著性采用t 检验.

2   结果

2.1 bFGF激活PKB活性  采用外源性bFGF刺激细胞

检测PKB酶活性 计算比活性值绘制浓度曲线(图1A)

和时间曲线(图 1B C). 结果发现 不同浓度的bFGF

孵育Bel-7402 细胞迅速激活PKB 且膜性PKB活性

高于胞液PKB活性. 25 µg/L bFGF刺激细胞10 min 就
可使胞液和膜性PKB酶活性达高峰.

A  浓度曲线.

B  胞膜PKB活性.

C  胞液PKB活性.
图1  bFGF对Bel-7402细胞PKB活性的影响.

1: 对照; 2, 3, 4: bFGF分别孵育0.5, 1, 2 h; 5, 6, 7: wortmannin 预处理
1 h后bFGF分别孵育0.5, 1, 2 h.
图 2  RT-PCR分析bFGF对p21WAF1表达的影响.

2.2 bFGF对p21WAF1转录和表达的影响  经25 µg/L bFGF
处理后 Bel-7402细胞p21WAF1mRNA表达水平增高 (见

图2) 在1 h达高峰 与对照相比升高了5.5倍. Western
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blot 分析显示 经25 µg/L bFGF处理后 Bel-7402细
胞的p21WAF1蛋白表达增加 在2 h达高峰 与对照相

比升高了2.2倍 (图 3).

图3  bFGF对p21WAF1蛋白表达的影响.

2.3 PI3K抑制剂对bFGF作用的影响  经 PI3K抑制剂

wortmannin预处理与未经预处理的各组相比 PKB活

性在各时间点均存在显著差异(P <0.05) p21WAF1 mRNA

表达及p21WAF1蛋白表达均无明显变化.

2.4 bFGF调节细胞周期  FCM显示 经25 µg/L bFGF孵
育16 h后 与对照组相比G1期细胞减少(0.65 0.01

0.49 0.02 P <0.01) S 期细胞增多(0.14 0.01

0.28 0.01 P <0.01) 但 wortmannin 能抑制此促增

生作用(G1: 0.58 0.01; S: 0.22 0.01 P <0.01).

3   讨论

大量研究表明 FGFS/FGFRS信号传递与肿瘤发生发

展的关系极为密切 多种肿瘤细胞表达水平极高的

FGFR1 和 aFGF/bFGF 以过量表达FGFR1 和 aFGF/

bFGF为特征的自分泌信号环路是肿瘤细胞恶性增生的

首要条件. 研究肿瘤细胞信号传导机制 选择性的阻断

肿瘤细胞自分泌或旁分泌的信号传导通路 破坏其自

控性生长调节机制 正在成为极具吸引力的研究热点[33].

p21 WAF1是最早发现并克隆的周期素依赖性激酶抑制剂

对细胞内信号和细胞外信号均能作出反应 参加细胞

多种功能活动 [30, 34]. p21WAF1通过抑制Cyclin-CDK复合物

活性 充当协调细胞周期转换 检查点控制的内部定时

机制 而外部生长控制信号通过影响p21WAF1功能来控制

细胞周期[31, 35]. bFGF作用于MCF-7细胞 既能增加

p21WAF1的转录和表达并使cdk2 失活及Rb去磷酸化

降低cyclin A的表达 同时又上调G1期蛋白如cyclin

D1 cyclin E 和 cdk4的表达 此双重作用的结果是抑

制MCF 7细胞的增生. FGF通过不依赖MAPK的途径

活化STAT1 上调p21WAF1的mRNA水平和蛋白表达

抑制MCF-7细胞增生[18]. FGF-2处理NIH3T3细胞后 通

过非依赖MAPK途径诱导p21WAF1蛋白表达 但FGF-2

对p21WAF1mRNA水平的上调作用部分依赖MAPK途径

并且通过MAPK途径促进细胞进入S期[19]. 我们采用外

源性bFGF处理Bel-7402细胞 结果表明bFGF能促

进p21WAF1 mRNA水平升高 导致p21WAF1的表达增加.

PI3K抑制剂wortmannin预处理的细胞 经bFGF刺激

后 在各时间点p21WAF1 mRNA水平无明显改变 同时

p21WAF1表达水平也无明显变化 表明bFGF对Bel-7402

p21WAF1表达的影响是通过影响其转录活性实现的 但

是这种调节作用不依赖PI3K/PKB途径. FCM检测细胞

周期结果表明 bFGF处理后细胞G1期比例下降 S期

比例增加 这与bFGF促进细胞增生相符 预先加入

PI3K 抑制剂wortmannin再用 bFGF处理后 这种促增

生作用受到抑制(P <0.01) 提示 bFGF通过PI3K/PKB

途径促进细胞周期进程 使细胞从G1期 S期. 可见

bFGF对p21WAF1表达的诱导作用和对细胞周期进程的促

进作用是通过不同途径实现的. 已知p21WAF1是具有最广

泛激酶抑制活性的细胞周期抑制蛋白 可与几乎每一

个Cyclin-CDK复合物结合. p21WAF1抑制Cyclin D-CDK4

和Cyclin E-CDK2的活性 使Rb蛋白不能磷酸化 从

而使细胞周期停止在G1期. p21WAF1通过与Cyclin A-

CDK2结合间接抑制DNA合成[32-36]. 本结果表明bFGF既

能上调p21WAF1的表达 同时又促进细胞进入S期 这

似乎是矛盾的. 但是 这两种作用是通过不同途径发生

的. bFGF能调节周期素和周期素依赖性激酶的表达[17]. 因

此 我们可以初步推测如果bFGF诱导过量Cyclin/CDK

的复合物形成 超过了p21WAF1的结合能力 细胞将

从G1期 S期.
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Abstract
AIM: To observe the therapeutic efficacy of 5-FU bletilla
striata microspheres inFUsed through hepatic artery against
rabbit VX2 transplanted hepatoma.

METHODS: Fifty rabbits bearing VX2 transplanted hepatoma
were randomly divided into five groups (n =10). Normal
saline 1 mL, 5-Fu solutions 1 mL, ultr-liquor-lipiodol 0.3-0.4 mL
and 5-Fu solutions 1 mL, 100 g/L Bletillaolloid 0.4 mL and 5-Fu
solutions 1 mL, 5 FU-bletilla striate microspheres 10 mg/kg
were infused though hepatic artery respectively. The tumor
growth rates, necrosis rates and hepatic function were
compared among the 5 groups.

RESULTS: 5-FU bletilla striata microspheres had a very good
vessel embolization function. In 5FU-bletilla striata
microspheres group, the tumor was significantly inhibited,
tumor growth rate was lower than tant in the control group
(P <0.01) and the lipiodol group (P <0.05). Tumor necrosis
grades were also more higher compared with to the other
4 groups. Complete necrosis was found in 2 of 10 rabbits
in 5FU-bletilla striata microspheres group, which was more
severe than that in the lipiodol group and bletillaolloid
group. But the damage of normal liver tissues was also
more serious.

CONCLUSION: 5-FU bletilla striata microsphere is a safe

and effective peripheral embolization agent.

Li X, Feng GS, Zhen CS, Liu X, Kong J. Therapeutic efficacy of 5-FU
bletilla striata microspheres infused through hepatic artery against rabbit
VX2 transplanted hepatoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11
(9):1337-1340

摘要

目的: 观察5-FU白芨微球经肝动脉注射对兔VX2移植

性肝癌的治疗效果.

方法: 50只兔VX2移植性肝癌模型 随机分为5组 (n =

10) 采用直视下直接穿刺血管的方法 分别经肝动脉

注入生理盐水1 mL; 5-FU溶液1 mL; 超液态碘油0.3-

0.4 mL加5-FU溶液1 mL; 100 g/L白芨胶0.4 mL加5-FU

溶液1 mL; 5-FU白芨微球10 mg/kg后 观察肿瘤生长

情况 坏死程度及肝功能变化等.

结果: 5-FU 白芨微球栓塞后肿瘤生长受到显著抑制

肿瘤生长率低于对照组(P  < 0.01)及碘油组(P < 0.05). 肿

瘤坏死以重度为主 有2例完全坏死 优于碘油组及白

芨胶组. 但对正常肝组织损伤亦相对较重.

结论: 5-FU白芨微球具有良好的血管栓塞作用 使用

方便 安全 是一种理想的末梢性栓塞剂.

李欣, 冯敢生, 郑传胜, 柳曦, 孔健. 经肝动脉注射5-FU白芨微球治疗兔VX2
移植性肝癌. 世界华人消化杂志  2003;11(9):1337-1340

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1337.asp

0   引言

介入化疗栓塞术是治疗肝癌最有效的方法之一 [1-16] 而栓

塞剂及其剂型的选择是化疗栓塞治疗的研究重点 [17-25].  白

芨是一种理想的栓塞剂 [26-32]. 我们制备了5-FU白芨微

球 并用其对兔VX2移植性肝癌模型进行栓塞化疗研

究 以期阐明该微球对肝癌的疗效及作用机制 为其在

临床的合理应用提供可靠的理论依据.

1   材料和方法

1.1 材料  新西兰大白兔50只 重量2-2.5 kg  由

华中科技大学同济医学院实验动物中心提供; VX2肿瘤

细胞株由美国 ATCC 公司引进; 超液态碘油为法国

Aulnay-sous-Bios 公司产品 5-FU注射液为上海旭东

海普药业有限公司产品. 白芨胶 5-FU白芨微球为我

院药剂科制备 制备方法及质量监控见文献 [30,31].
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1.2 方法  兔VX2移植性肝癌模型的建立参照Prat (Hepatology

1995; 21: 832)的方法并加以改进[33] 将瘤块接种于肝

左外叶. 50只荷瘤兔 随机分为5组 每组10只 即

对照组: 经肝动脉灌注生理盐水1 mL; 5-FU组: 经肝动

脉灌注5-FU溶液1 mL; 碘油+5-FU组: 经肝动脉灌注

超液态碘油0.3-0.4 mL加 5-FU溶液1 mL; 白芨胶+5-

FU组: 经肝动脉灌注100 g/L白芨胶0.4 mL加5-FU溶液

1 mL; 白芨微球组: 经肝动脉灌注5-FU白芨微球10 mg/kg.

于瘤块接种后 14 d 再次开腹 将胃向左外完全翻

出 充分暴露肝门区后 用自制 27 G 穿刺针直接穿

刺肝固有或肝左动脉 用动脉夹固定 并暂时阻断肝右

动脉血流. 造影及分别注射各组药物后 对穿刺点局部

加压止血 逐层缝合 消毒 动物分笼饲养. 术后1 2

3 wk进行CT及MR扫描 依扫描所得瘤灶最大层面测

定肿瘤的体积 根据公式计算肿瘤生长率(growth rate

GR)  GR=V治疗前 /V治疗后 100 %. 术后 2 3 wk

末各处死 5 只动物 取肝组织 以 40 g/ L 多聚甲醛

固定24 h 石蜡包埋 每份标本分2-3 处取材 HE

染色 切片. 光镜下观察肿瘤组织坏死范围 分为轻

度(0-30 %) 中度(30-70 %) 重度(70-100 %). 于术

前 术后3 7 14 21 d 经耳缘静脉取血 血样进行

肝功能检查(TB ALT). 由全自动血生化分析仪完成.

        统计学处理  采用SPSS for Windows 统计软件 对

成组资料进行方差分析 组间两两比较采用Newman-

keuls检验 对计数资料作 χ2 检验 均以 P <0.05 为有
统计学意义.

2   结果

2.1 组织病理学变化  5-FU 白芨微球组 栓塞后大体

标本显示肝左叶可见斑片 片状局灶梗死灶 呈苍白

色 界限清楚 肿瘤切面可见中心明显坏死(图1). 光镜

检查可见肿瘤明显凝固性坏死 但大多数病例仍可见

残余病灶 及不同程度的出血 胆汁郁积. 瘤周可见较

厚的纤维间隔 其内可见较多炎性细胞浸润(图2). 正常

肝组织亦见不同程度变性坏死 其程度较碘油 白芨胶

组栓塞组重 肝内未见小脓肿形成. 5-FU白芨微球镜下

呈半透明状 多栓塞于小叶间动脉 微小动脉和毛细血

管前微动脉水平 栓塞血管彻底(图3). 变性 坏死区内

的血管中微球多见. 被栓塞血管可出现(血管)炎性改变

如血管壁增生 水肿 局部有少量炎性细胞浸润 常见

继发性血栓形成 并可见管腔闭塞. 肝窦 毛细血管 小

静脉内及肺部标本未见栓塞. 但在栓塞区域门脉小分支

内常可见血栓形成.

2.2 肿瘤生长和坏死  治疗前肿瘤体积差异均无显著性

治疗后对照组兔肿瘤体积增大最明显 5-FU白芨微球

组兔肿瘤体积小于其余各组 并有4例肿瘤体积缩小

(表1). 对照组及5-FU组的肿瘤坏死程度以轻度坏死为

主 碘油组以中度为主 兼有部分重度坏死 白芨胶及

白芨微球组则以重度坏死为主. 5-FU白芨微球组10例

中 8 例见肿瘤重度明显坏死 其中 2 例完全坏死

未见存活的癌细胞 显著大于碘油栓塞组(P <0.05). (表

2)栓塞组术后ALT升高 3 d达峰值 然后逐渐下降

2 wk 左右降至正常 总胆红素水平变化不明显.

图1  栓塞后肝左叶片状局灶梗死灶, 箭头示肿瘤.

图 2  5-FU白芨微球栓塞后肿瘤组织明显凝固性坏死, 瘤周可见较厚
纤维间隔, 临近肝组织亦见变性坏死(HE染色 100).

图 3  5-FU白芨微球镜下呈半透明状, 栓塞于小叶间动脉内(HE染色
400).

表1 兔移植性肝癌肿瘤体积及增长率( sx ± )

           肿瘤体积(cm3)      术后3 wk
分组       肿瘤增长

  栓塞前       栓后1  wk   栓后2 wk   栓后3  wk      率 (倍)

对照组                    0.96±0.26  5.24±1.55   13.1±2.96     26.2±5.31        28±5.82

5-FU化疗组           0.99±0.49  5.22±1.96    11.9±2.16     23.1±4.76   25.72±8.28

碘油+5-FU组        0.99±0.39  1.95±0.27a   3.00±1.18a   6.66±1.98a    6.99±1.94a

白芨胶+5-FU组    1.00±0.31  1.43±0.29a    2.14±0.88a   4.20±1.76a     4.27±0.99a

5-FU白芨微球组1.00±0.25  1.17±0.26ac  1.72±1.24a  2.84±1.69ac  2.97±1.86ac

aP <0.01 vs 对照组 cP <0.05 vs碘油+5-FU 组.
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表2  兔移植性肝癌肿瘤坏死程度

分组          轻度 中度 重度

对照组            10     0     0

5-FU化疗组 9     1     0

碘油+5-FU组 a 2     6     2

白芨胶+5-FU组 a 0     3     7

5-FU白芨微球组 ab 0     2     8

aP <0.01 vs对照组 bP <0.05 vs碘油+5-FU 组.

3   讨论

中药白芨是一种集载体 栓塞 缓释及抗肿瘤作用为

一体的较理想的栓塞剂[26-29] 在白芨胶的基础上 我

们进一步制备了5-FU白芨微球 并用其对兔VX2移

植性肝癌模型进行栓塞化疗研究 以判断其疗效及机

制. 兔VX2肿瘤是一种常用的富血管性肿瘤 [34-36] 我们

在国内外首次采用了直视下肝动脉直接穿刺法 此法

实验成功率高 并可在栓塞的同时阻断肝右动脉 达到

了选择性栓塞的目的 防止了误栓 提高了术后动物的

存活率. 结果显示 5-FU白芨微球在抑制肿瘤生长率

方面显示了较好的疗效 使肿瘤坏死更彻底 有4例肿

瘤缩小 并有2例镜下可见肿瘤完全性坏死 优于单纯

化疗组及碘油栓塞组 与白芨胶栓塞组相近并稍优. 但

同时对正常肝脏的损伤也相对较重 大体肝标本可见

斑片 片状坏死区 镜下可见正常肝组织变性严重

并见点状 灶状坏死. 术后ALT 有一过性升高 但可

较快恢复.

        5-FU白芨微球有良好的末梢栓塞作用 5-FU白

芨微球粒径为50-200 µm 在栓塞后病理切片上显示
其栓塞水平为肝动脉3级以下分支 最远可达肝窦前动

脉水平 其层面在动-门脉间及肝内潜在吻合支水平以

远 [27, 28] 减少了栓塞后侧支循环形成的可能性. 栓塞区

域门脉末梢分支内常可见血栓形成 推测微球本身及其

分解产物可能通过动-门脉间吻合支进入门脉末梢 [28, 29]

起到了动-门脉双重栓塞的作用. 白芨有较强的促凝血

作用 5-FU有较强的致血管炎作用 可刺激血管产生

血管炎 继发性栓塞 加重了栓塞程度 延长了栓塞时

间. 白芨微球具有较好的载体和缓释作用 可维持5-FU

瘤内局部高浓度 延长药物在肿瘤内的作用时间 与栓

塞起协同增效作用. 白芨本身有一定的抗肿瘤作用 其

主要成分黏液质是一种广谱抗肿瘤成分 对肿瘤的发

生 发展均有显著的抑制作用.

       与造影剂混合后 微球悬浮性和分散性好 不粘

结 易经小管径导管注射 易于操作 使用方便. 而肝

窦 毛细血管 小静脉内及肺部标本中未见微球栓塞作

为栓塞剂 说明5-FU白芨微球注射后能固定于靶器官

内 没有滤过毛细血管 造成异位栓塞. 所有动物于栓

塞后均生长良好. 这些结果均说明5-FU白芨微球具有

良好的生物相容性 安全 可靠. 本研究表明 5-FU

白芨微球具有良好的血管栓塞作用 使用安全 方

便 是一种理想的末梢性栓塞剂 但对正常肝组织的

损伤也相对较重 故在实际应用中应注意选择适当病

例 采用超选择性插管 尽量避免损伤正常肝组织.
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Abstract
AIM: To construct sense and antisense KAI1 expression
plasmids and to explore their effects on KAI1 protein expression
in MHCC97-H hepatocellular carcinoma cells with high
metastatic potential.

METHODS: Sense and antisense KAI1 expression plasmids
were constructed using subclone technique and transfected
into MHCC97-H cells by DOTAP liposome system. KAI1 protein
expression in transfected MHCC97-H cells was analyzed
with immunocytochemical SP method.

RESULTS: Analysis of restriction endonuclease indicated
the structure of two recombinants was consistent with the
expected results of sense and antisense KAI1 expression
plasmids. Compared with MHCC97-H cells, KAI1 protein
staining in the MHCC97-H-S cells transfected with sense
KAI1 expression plasmid was obviously enhanced(Integra
Oculus Dehter ,IOD 20.127±5.099 vs 12.675±1.921,P <0.05).
However, KAI1 expression in the MHCC97-H-AS cells trans-
fected with KAI1 antisense gene was obviously weakened
(IOD 8.681±2.472 vs 12.675±1.921, P <0.05).

CONCLUSION: We successfully constructed sense and
antisense KAI1 expression plasmids. Sense KAI1 gene can
upregulate the expression of KAI1 protein in MHCC97-H

cells. On the other hand, antisense KAI1 gene can
downregulate the expression of KAI1 protein in MHCC97-H
cells.

Si SH, Yang JM, Luo YH, Fang DC, Zhou P. Effects of KAI1 gene on
KAI1 protein expression in MHCC97-H hepatocellular carcinoma cells
with high metastatic potential. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11
(9):1341-1344

摘要

目的: 构建KAI1基因正 反义真核表达质粒 了解其对

高转移潜能的MHCC97-H肝癌细胞KAI1蛋白表达的影响.

方法: 利用亚克隆技术构建KAI1基因正 反义真核表达质

粒 并用脂质体法将其分别转入高转移潜能的MHCC97-H肝

癌细胞系 通过免疫细胞化学SP法检测KAI1蛋白表达情况.

结果: 限制性内切酶分析证明两个重组子的结构均与KAI1

正 反义基因表达质粒的预期结构一致. 免疫细胞化学SP

法检测显示 转入正义KAI1基因后的肝癌细胞KAI1蛋白

染色加深  (细胞积分光密度 integra oculus dehter IOD

20.127 5.099 vs 12.675 1.921 P <0.01); 而转入反

义KAI1基因的肝癌细胞则KAI1蛋白染色变浅  (IOD 8.681

2.472 vs 12.675 1.921 P <0.01).

结论: 成功构建了KAI1基因正 反义真核表达质粒. KAI1

正义基因能上调肝癌细胞KAI1蛋白的表达 相反 KAI1

反义基因则能下调肝癌细胞KAI1蛋白的表达.

司遂海, 杨建民, 罗元辉, 房殿春, 周平. KAI1正反义基因对MHCC97-H肝

癌细胞KAI1蛋白表达的影响. 世界华人消化杂志  2003;11(9):1341-1344
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0   引言

肝癌是消化系统常见的恶性肿瘤之一[1-7] 在诊断时多

已发生肝内或远处转移 部分患者虽可进行手术切

除 但术后复发率高[8-16]. 因此 转移与复发是影响肝

癌预后的最主要因素[17]. KAI1基因是近年来发现的一种

新的肿瘤转移抑制基因 国外已在前列腺癌等肿瘤的

研究中得到证实[18] 但KAI1基因在肝癌转移中的作用

尚不清楚.我们利用亚克隆技术构建了正 反义KAI1基

因真核表达质粒 并将其分别转染入具有高转移潜能

的肝癌细胞系MHCC97-H 以免疫细胞化学SP法观

察其对肝癌细胞KAI1蛋白表达的影响.
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1   材料和方法

1.1 材料  pCMV-KAI1表达质粒由美国国立卫生研究院

(NIH) Barrett教授和Dong博士惠赠 其中1.6 kb的KAI1

cDNA经Xhol I 位点插入 pCMV-neo 构成重组质粒

pCMV-KAI1; 真核表达质粒载体pCI-neo为 Promega公

司产品 大肠杆菌株DH5 由本室周平博士惠赠; 各种

限制性内切酶 小牛肠碱性磷酸酶 T4 DNA连接酶均

为New England  Biolabs公司产品; 凝胶提取试剂盒 快

速质粒提取盒为 Promega 公司产品; 转染用脂质体

DOTAP为Roche公司产品; 筛选用G418抗生素为Pierce

公司产品. 培养细胞用高糖DMEM培养基和胎牛血清为

Hyclone公司产品; 免疫细胞化学SP试剂盒及DAB染色

试剂盒为北京中山生物技术有限公司产品. KAI1兔抗人

单克隆抗体为Santa Cruz公司产品; MHCC97-H是一种

高转移潜能的肝细胞癌细胞系[19] 购自上海复旦大学

医学院中山医院肝癌研究所.转染前后均以高糖DMEM

培养基(加 100 ml/L 胎牛血清 青霉素100 kU/L 链

霉素100 kU/L)在 37 50 ml/L CO2 饱和湿度条件

下培养.

1.2 方法  KAI1 基因正 反义真核表达质粒的亚克隆

重组及鉴定.  经分析物理图谱以Xba I将pCMV-KAI1表

达质粒(全长8.2 kb)及真核表达载体质粒pCI-neo(全长

5.47 kb)酶切 电泳证实酶切完全后 用凝胶提取试剂

盒提取来自pCMV-KAI1 表达质粒 含KAI1 cDNA的

3 kb目的片段和线性化的pCI-neo. 为防止线性化载体

的粘性未端发生自身环化或串联 以小牛肠碱性磷酸

酶(CIP)将线性化的真核表达载体质粒pCI-neo 5 端去

磷酸化 然后用T4 DNA连接酶将目的片段与线性化质

粒载体连接. 连接产物转化DH5 制备的感受态细菌

铺板经氨苄青霉素筛选菌落 扩增后以快速质粒提取

盒提取质粒 进而酶切鉴定.基因转染及细胞的筛选.

MHCC97-H细胞在6孔培养板中 用含100 mL/L胎牛

血清的高糖DMEM 在37 50 mL/L CO2条件下培

养至细胞60-80 %汇合. 采用DOTAP脂质体介导基因

转染的方法(按产品说明书操作). 准备溶液A: 于100 µL
无血清DMEM细胞培养液中加6 µg 质粒. 准备溶液B:
于85 µL无血清高糖DMEM细胞培养液中加15 µL脂质
体 轻轻混匀A B液 室温放置15 min 补足1 mL

无血清高糖DMEM 加在用无血清高糖DMEM培养液

洗过两次的细胞单层上 37 50 mL/L CO2培养8 h.

换用含100 mL/L胎牛血清的高糖DMEM培养基 37 

50 mL/L  CO2培养48 h 按1 4传代 加含1 000 mg/L

G418的培养基进行筛选 直到筛选出阳性克隆. 混合所

有阳性克隆 再扩增培养 G418以250-300 mg/L维持.

设立空载体pCI-neo转染作为对照. 免疫细胞化学分析.

采用免疫细胞化学SP法 操作过程依说明书进行. 阴

性对照以PBS代替一抗 苏木素染色前以TIGER-920

图像仪(V3.3)进行图像分析.

       统计学处理  采用 SPSS(V10.0)统计程序包进行分

析 P <0.05 为差异显著 P <0.01 为差异非常显著

P >0.05为差异不显著.

2   结果

2.1 KAI1正反义真核表达重组质粒构建及鉴定  因pCMV-

KAI1质粒与真核表达载体质粒pCI-neo均系采用Xba I

酶切 因此 重组后目的片段就有正 反两个方向插入

的可能.为证实并区分重组的正 反义真核表达质粒 选

取目的片段中一个偏离中心位置的Sal I 酶切位点及

pCI-neo 本身的一个Sal I 位点 用Sal I 酶切重组子

分别得到预测的正义重组质粒的2.25 kb 6.22 kb两个

片段及反义重组质粒的0.75 kb 7.72 kb 两个片段(图

1A).为进一步证实目的片段已插入载体 再用Xba I 酶

切所获得的两个重组子 均又重新获得3 kb 及 5.4 kb

片段(图 1B) 证明已获得KAI1正 反义真核表达质粒

两个重组子 分别命名为pCI-KAI1及 pCI-anti-KAI1.

KAI1基因正反义真核表达质粒构建流程如图2所示.

M: DNA/Hind  Marker (23.13 kb, 9.42 kb, 6.56 kb, 4.36 kb, 2.32
kb, 2.02 kb) 1, 2: pCI-KAI 3, 4: pCI-anti-KAI1.
图 1  正反义重组质粒的Sal I和 Xba I酶切图.

         KAI1基因正义真核表达质粒 KAI1基因反义真核表达质粒

图2  KAI1基因正反义真核表达质粒的构建流程图.

2.2 免疫细胞化学分析  转染pCI-KAI1的肝癌细胞命名

为MHCC97-H-S 转染pCI-anti-KAI1的肝癌细胞命

 M   1   2   3   4   M    1    2   3   4

A B
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名为MHCC97-H-AS. 免疫细胞化学 SP 法检测显示

MHCC97-H-S细胞KAI1蛋白染色较MHCC97-H细胞

深 IOD为 20.127 5.099 MHCC97-H细胞为12.675

1.921(均为苏木素染色前测定) 二者有明显区别(P <0.05);

而MHCC97-H-AS细胞KAI1蛋白染色较MHCC97-H

细胞浅 IOD为 8.681 2.472 与MHCC97-H细胞

有明显区别(P <0.05). 苏木素染色后的图像见(图3 A-C).

转染空载体 pCI-neo 后细胞 KAI1 蛋白染色情况与

MHCC97-H细胞则无明显差别.

图3  免疫组化SP染色结果(SP 400).
A  MHCC97-H-S细胞.
B  MHCC97-H细胞.
C  MHCC97-H-AS细胞.

3   讨论

流行病学的研究资料表明 近年来我国肝细胞癌的发

病率有明显增加趋势. 但有关肝细胞癌的发病机制 目

前仍不完全清楚. 分子生物学方面的研究显示癌基因异

常表达与抑癌基因异常失活是癌细胞无限增生的重要

原因[20-24]. 肿瘤不仅在原发灶通过肿瘤血管从宿主获得

营养 而且向宿主输出大量恶性细胞 导致肿瘤不断

生长和转移[25-28]. 因此 肿瘤的转移和复发机制及其防

治研究已成为当今肿瘤研究的重点方向之一.

        KAI1基因是Dong et al [18]于1995年首先在前列腺癌

细胞中克隆出的一种肿瘤转移抑制基因.该基因位于人

类染色体11p11.2 编码产物为含267个氨基酸的细胞

膜糖蛋白 Mr 29 600道尔顿.进一步的研究显示 KAI1

不仅在前列腺癌细胞表达下调 而且在食管癌[29] 胃

癌[30] 肝癌[31] 胰腺癌[32,33] 结直肠癌[34]等多种消化

系统转移性肿瘤中表达下调. 其分子结构中有4个疏水

区和1个含有3个潜在N-糖基化位点的细胞外亲水区

因而属跨膜4超家族(transmembrane 4 superfamily

TM4SF)成员. 因他们均系细胞膜糖蛋白 作用于细胞-

细胞或细胞-细胞间基质之间 故推测其可能介导细胞

间及细胞与间质之间的黏附 因而其表达的下调可能

参与肿瘤细胞的转移.目前 有关KAI1基因与肝细胞癌

关系的研究文献报道很少. Sun et al用RT-PCR法研究

了42例肝癌标本 发现57.1 %的肿瘤组织中KAI1表

达呈阳性. 其表达率与肝癌大小 有无包膜及AFP是否

阳性无关 但有肝内转移者比无肝内转移者表达率明

显下降 [31]. Guo et al 用 Northern blot 及原位杂交技术研

究也有类似的发现[34]. 这些研究结果提示KAI1基因可能

在肝癌细胞侵袭及转移中起着重要作用.

        虽然有关KAI1基因与人类肿瘤转移抑制关系的研

究已有不少报道 但大多是从临床病理学的角度进行

目前KAI1基因在肝癌转移中作用及其机制仍不清楚. 在

本实验中 通过亚克隆重组技术 并经酶切证实 成功

构建了KAI1基因的正 反义真核表达质粒 并应用脂

质体DOTAP转染技术将其分别转入具有高转移潜能的

肝癌细胞系MHCC97-H中. 结果显示转入正义KAI基

因后肝癌细胞中KAI1蛋白表达上调 相反 转入KAI1

反义基因后则KAI1蛋白表达下调. 说明KAI1 正 反

义基因转染可影响肝癌细胞KAI1蛋白的表达. 这种基因

转染对高转移潜能MHCC91-H肝癌细胞系的生长 侵

袭 转移的影响及其机制的研究 我们正在进行之中.

4     参考文献
1 Lee JH, Ku JL, Park YJ, Lee KU, Kim WH, Park JG. Establish-

ment and characterization of four human hepatocellular car-
cinoma cell lines containing hepatitis B virus DNA. World J
Gastroenterol  1999;5:289-295

2 Zhang J, Liu YF, Yang SJ, Sun ZW, Qiao Q, Zhang SZ. Con-
struction and expression of mouse/humanized scFv and their
fusion to humanized mutant TNF α against hepatocellular
carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2000;8:616-620

3 Wang JP, Duan GR, Zhao YL, Du DW. Effect of p16 gene
expression in growth of human hepatic carcinoma cell line
7721 with confocal microscopic analysis. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2000;8:767-770

4 Shao XD, Wu KC, Guo XZ, Xu JH, Guo CC, Meng FP, Fan DM.
Studies on expression of KAI1 gene in tissue of liver cirrhosis
and hepatocellular carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi
2001;9:1238-1241

5 Liang Y, Lu B, Cui ZF, Li XD, Guo YJ, Liu YJ. The expression

A

B

C



of Fas/FasL in hepatocellular carcinomas. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi 2001;9:1364-1368

6 Cheng H, Liu YF, Zhang HZ, Shen WA, Zhang SZ. Construc-
tion and expression of anti-HCC immunotoxin of sFv-TNF-α
and GFP fusion proteins. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2001;9:
640-644

7 Jiang YG, Wang YM, Li QF. Expression significance of HLA-
DR antigen and heat shock protein 70 in hepatocellular
carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2001;9:1139-1142

8 Tang ZY, Sun FX, Tian J, Ye SL, Liu YK, Liu KD, Xue Q, Chen
J, Xia JL, Qin LX, Sun HC, Wang L, Zhou J, Li Y, Ma ZC, Zhou
XD, Wu ZQ, Lin ZY, Yang BH. Metastatic human hepatocel-
lular carcinoma models in nude mice and cell line with meta-
static potential. World J Gastroenterol  2001;7:597-601

9 Ikeda M, Okada S, Ueno H, Okusaka T, Kuriyama H. Spon-
taneous regression of hepatocellular carcinoma with multiple
lung metastases: a case report. Jpn J Clin Oncol  2001;31:454-458

10 Wang ZX, Hu GF, Wang HY, Wu MC. Expression of liver
cancer associated gene HCCA3. World J Gastroenterol  2001;7:
821-825

11 Tang ZY. Hepatocellular carcinoma-Cause, treatment and
metastasis. World J Gastroenterol  2001;7:445-454

12 Cui J, Zhou XD, Liu YK, Tang ZY, Zile MH. Abnormal β-
catenin gene expression with invasiveness of primary hepato-
cellular carcinoma in China. World J Gastroenterol  2001;7:
542-546

13 Huang XF, Wang CM, Dai XW, Li ZJ, Pan BR, Yu LB, Qian B,
Fang L. Expressions of chromogranin A and cathepsin D in
human primary hepatocellular carcinoma. World J Gastroenterol
2000;6:693-698

14 Parks RW, Garden OJ. Liver resection for cancer. World J
Gastroenterol  2001;7:766-771

15 Xu HY, Yang YL, Guan XL, Song G, Jiang AM, Shi LJ. Expres-
sion of regulating apoptosis gene and apoptosis index in pri-
mary liver cancer. World J Gastroenterol  2000;6:721-724

16 Lin NF, Tang J, Mohamed Ismael HS. Study on environmental
etiology of high incidence areas of liver cancer in China. World
J Gastroenterol  2000;6:572-576

17 陈孝平, 吴在德, 裘法祖. 加强基础研究, 提高原发性肝癌的外科
治疗效果. 中华实验外科杂志  2000;5:393-394

18 Dong JT, Lamb PW, Rinker-Schaeffer CW, Vukanovic J,
Ichikawa T, Isaacs JT, Barrett JC. KAI1, a metastasis sup-
pressor gene for prostate cancer on human chromosome 11p11.
2. Science  1995;268:884-886

19 Li Y, Tang ZY, Ye SL, Liu YK, Chen J, Xue Q, Gao DM, Bao
WH. Establishment of cell clones with different metastatic
potential from the metastatic hepatocellular carcinoma cell
line MHCC97. World J Gastroenterol  2001;7:630-636

20 Yang JM, Wang RQ, Bu BG, Zhou ZC, Fang DC, Luo YH.
Effect of hepatitis C virus infection on expression of several
cancer-associated gene products in hepatocellular carcinoma.
World J Gastroenterol  1999;5:25-27

21 Qin LL, Su JJ, Li Y, Yang C, Ban KC, Yian RQ. Expression of

IGF-II, p53, P21 and HBxAg in precancerous events of
hepatocarcinogenesis induced by AFB1 and/or HBV in tree
shrews. World J Gastroenterol  2000;6:138-139

22 Lin GY, Chen ZL, Lu CM, Li Y, Ping XJ, Huang R. Immunohis-
tochemical study on p53, H-rasp21, c-erbB-2 protein and
PCNA expression in HCC tissues of Han and minority ethnic
patients. World J Gastroenterol  2000;6:234-238

23 Sun BH, Zhang J, Wang BJ, Zhao XP, Wang YK, Yu ZQ, Yang
DL, Hao LJ. Analysis of in vivo patterns of caspase 3 gene
expression in primary hepatocellular carcinoma and its rela-
tionship to P21WAF1 expression and hepatic apoptosis. World J
Gastroenterol  2000;6:356-360

24 Roberts LR, LaRusso NF. Potential roles of tumor suppressor
genes and microsatellite instability in hepatocellular carcino-
genesis in southern African blacks. World J Gastroenterol  2000;
6:37-41

25 Guo XZ, Friess H, Shao XD, Liu MP, Xia YT, Xu JH, Buchler
MW. KAI1 gene is differently expressed in papillary and pan-
creatic cancer: influence on metastasis. World J Gastroenterol
2000;6:866-871

26 Jiang BJ, Sun RX, Lin H, Gao YF. Study on the risk factors of
lymphatic metastasis and the indications of less invasive op-
erations in early gastric cancer. World J Gastroenterol  2000;6:
553-556

27 Furger KA, Menon RK, Tuckl AB, Bramwelll VH, Chambers
AF. The functional and clinical roles of osteopontin in cancer
and metastasis. Curr Mol Med  2001;1:621-632

28 Jaffe AB, Hall A. Rho GTPases in transformation and
metastasis. Adv Cancer Res  2002;84:57-80

29 Uchida S, Shimada Y, Watanabe G, Li ZG, Hong T, Miyake M,
Imamura M. Motility-related protein (MRP-1/CD9) and
KAI1/CD82 expression inversely correlate with lymph node
metastasis in oesophageal squamous cell carcinoma. Br J Cancer
1999;79:1168-1173

30 Hinoda Y, Adachi Y, Takaoka A, Mitsuuchi H, Satoh Y, Itoh
F, Kondoh Y, Imai K. Decreased expression of the metastasis
suppressor gene KAI1 in gastric cancer. Cancer Lett  1998;
129:229-234

31 Sun HC, Tang ZY, Zhou G, Li XM. KAI1 gene expression in
hepatocellular carcinoma and its relationship with intrahe-
patic metastases. J Exp Clin Cancer Res  1998;17:307-311

32 Friess H, Guo XZ, Tempia-Caliera AA, Fukuda A, Martignoni
ME, Zimmermann A, Korc M, Buchler MW. Differential ex-
pression of metastasis-associated genes in papilla of vater
and pancreatic cancer correlates with disease stage. J Clin
Oncol  2001;19:2422-2432

33 Lombardi DP, Geradts J, Foley JF, Chiao C, Lamb PW, Barrett
JC. Loss of KAI1 expression in the progression of colorectal
cancer. Cancer Res  1999;59:5724-5731

34 Guo XZ, Friess H, Di Mola FF, Heinicke JM, Abou-Shady M,
Graber HU, Baer HU, Zimmermann A, Korc M, Buchler MW.
KAI1, a new metastasis suppressor gene, is reduced in meta-
static hepatocellular carcinoma. Hepatology  1998;28:1481-1488

1344                ISSN  1009-3079   CN  14-1260/R                世界华人消化杂志   2003年 9月 15日  第 11卷  第 9期



World Chin J Digestol  2003 September;11(9):1345-1348
世界华人消化杂志 ISSN  1009-3079  CN 14-1260/R

2003 年版权归世界胃肠病学杂志社

P.O.Box 2345 Beijing 100023, China
Fax: +86-10-85381893
Email: wcjd@wjgnet.com  www.wjgnet.com

• 肝癌 LIVER CANCER •

中药复方胃肠安血清诱导肝癌SMMC-7721细胞分化

赵海磊, 刘   成, 赵爱光

赵海磊, 赵爱光, 上海中医药大学附属龙华医院肿瘤一科  上海市  200032
刘成, 上海中医药大学肝病研究所  上海市  200032
赵海磊, 男, 1972-10-11生, 上海市人, 汉族. 2002年上海中医药大学博士
研究生毕业, 主治医师, 主要从事中西医结合防治消化道肿瘤的临床与实验
研究工作.
上海市青年科技启明星计划, No. 02QB14043
上海市教委基金资助课题,  No. 01C06
项目负责人: 赵爱光, 200032, 上海市宛平南路725号, 上海中医药大学附
属龙华医院肿瘤一科.  aiguangzhao@hotmail.com
电话: 021-64385700-2104
收稿日期: 2002-12-24    接受日期: 2003-01-08

Differentiation of hepatocellular carci-
noma SMMC-7721 cell line induced by
Chinese medicine recipe Weichangan

Hai-Lei Zhao, Cheng Liu, Ai-Guang Zhao

Hai-Lei Zhao, Ai-Guang Zhao, No.1 Oncology Department of Longhua
Hospital, affiliated to Shanghai University of Traditional Chinese
Medicine, Shanghai 200032, China
Cheng Liu, Institute of Liver Diseases, Shanghai University of Traditional
Chinese Medicine, Shanghai 200032,China
Supported by Research Grant of Shanghai Youth Science and Technology
Venus Program, No. 02QB14043, Shanghai Education Committee Grant,
No. 01C06
Correspondence to: Dr. Ai-Guang Zhao, No.1 Oncology Department
of Longhua Hospital, affiliated to Shanghai University of Traditional
Chinese Medicine, Shanghai 200032, China.  aiguangzhao@hotmail.com
Received: 2003-03-06    Accepted: 2003-03-28

Abstract
AIM: To observe the differentiation in hepatocellular carci-
noma cell line induced by Chinese medicine recipe Weichangan.

METHODS: Weichangan, contrasted by the retinoic acid and
distilled water, was made by using serum pharmacological
method. The inhibition on the growth of SMMC-7721 cell
line by Weichangan was observed through the method of
MTT and Alamar Blue. Radioimmunoassay was applied to
determine the concentration of α-fetoprotein and albumin
secreted by the incubated cells. Western blot method was
used to detect the mutant p53, p16 and p21 protein expression
in SMMC-7721 cell line.

RESULTS: MTT assay showed both Weichangan and serum
retinoic acid had inhibiting effect on the proliferation of
human hepatocellular carcinoma SMMC-7721 cell line.
Weichangan reached its maximal inhibition effect after 48
hours, while the effect of retinoic acid decreased gradually
after 48 hours. Alamar Blue method showed that significant
decrease was found in serum Weihangan after 16 hours
compared with that in the control. After 32 hours, the decrease
induced by Alamar Blue was more significant than that in
cells incubated with serum Weichangan compared with
those incubated in serum retinoic acid, indicating the gradual
and durable action of Weichangan recipe. The decreased

amount (11.4±1.4 µg/L vs 17.2±1.1 µg/L, P =0.036) of  α-
fetoprotein and increased amount (0.40±0.02 mg/L vs
0.29±0.01 mg/L, P =0.043) of albumin were found in the
cells incubated in serum Weichangan. Western blot method
showed decreased expression of p53 protein and increased
expression of p16 and p21 protein in cells incubated in
serum Weichangan.

CONCLUSION: The results suggest that Weichangan inhibits
the growth of SMMC-7721 cell line and induces the differen-
tiation in this hepatocellular carcinoma cell line. The effect
on p53, p16 and p21 may be the mechanisms of Weichangan
in inducing the differentiation of this cell lines.

Zhao HL, Liu C, Zhao AG. Differentiation of hepatocellular carcinoma
SMMC-7721 cell line induced by Chinese medicine recipe Weichangan.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(9):1345-1348

摘要

目的: 观察中药复方胃肠安诱导肝癌细胞分化的作用.

方法: 以SMMC-7721人肝癌细胞为研究对象 维甲酸为

对照 采用药物血清添加法 通过MTT法和Alamar Blue

法观察胃肠安对肝癌细胞增生的抑制作用;  放射免疫法观

察对肝癌细胞分泌甲胎蛋白和白蛋白的影响; Western blot

观察对肝癌细胞P53 P16以及P21蛋白表达的影响.

结果: MTT法显示胃肠安与维甲酸对SMMC-7721人肝癌

细胞增生均有抑制作用 胃肠安在48 h达到最大 而维甲

酸对细胞增生的抑制作用在48 h后逐渐下降 较胃肠安组

明显降低. Alamar Blue法结果显示 16 h后 胃肠安组细

胞还原的Alamar Blue值较对照组明显减少 并在32 h后

较维甲酸组显著下降 提示与维甲酸相比 胃肠安作用起

效慢但持续时间长; 胃肠安组分泌的甲胎蛋白较对照组显著减

少(11.4 1.4 µg/L vs 17.2 1.1 µg/L P =0.036) 而白蛋
白显著增多(0.40 0.02 mg/L vs 0.29 0.01 mg/L P =0.043);

胃肠安组突变型P53 蛋白的表达较对照组明显减少 而

P16蛋白和P21蛋白的表达较对照组增多.

结论: 胃肠安方剂具有抑制SMMC-7721人肝癌细胞增生

诱导细胞分化的作用 其机制可能在于减少突变型P53蛋

白表达和增加P16 P21蛋白表达.

赵海磊, 刘成, 赵爱光. 中药复方胃肠安血清诱导肝癌SMMC-7721细胞分
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0    引言

癌症是分化异常的疾病[1-3] 分化障碍可能决定了肿瘤
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细胞的恶性程度[4, 5] 因此诱导分化已成为肿瘤治疗学

研究的热点[6, 7]. 中药复方胃肠安以健脾扶正中药为主

临床与实验研究证实对包括肝癌在内的消化道肿瘤有

良好的防治效果. 我们重点研究胃肠安方剂防治肝癌的

机制是否在于诱导肝癌细胞分化.

1   材料和方法

1.1 材料  选用人肝癌细胞株SMMC-7721 购自中国

科学院细胞生物学研究所. Wistar大鼠 质量250 30 g

普通级 常规颗粒饲料喂养 由上海中医药大学实验

动物中心提供 制备药物血清用. 胃肠安(太子参12 g

炒白术 12 g 茯苓 30 g 姜半夏 9 g 红藤 30 g 野

葡萄藤30 g 藤梨根30 g 陈皮 4.5 g 生牡蛎30 g

夏枯草9 g 绿萼梅9 g 青皮 4.5 g) 配制成 100 g/L

的灌胃液. 全反式维甲酸由瑞金医院血液研究所提供

配制成0.5 g/L的灌胃液. RPMI1640培养基干粉和胎牛

血清(FBS) Gibco 公司产品; 噻唑蓝 (MTT)购自华美生

物制品有限公司; Alamar Blue: Nalgene Biosource公司产

品; 甲胎蛋白与白蛋白放免分析药盒 上海生物制品研

究所产品; 兔抗P53多克隆抗体 博士德生物科技有限

公司产品; p21WAF1/Cip1/Sdi1/Pic1 鼠单克隆抗体

p16INK4a/MTS1鼠单克隆抗体 Antibody Diagnostica Inc.

产品; 抗鼠 Ig 抗兔 Ig Amersham Pharmacia Biotech

公司产品.

1.2 方法  SMMC-7721细胞以含100 mL/L FBS的RPMI1640

培养液 37  50 mL/L CO2培养96 h. 细胞传代以2.5 g/L

Trypsin-EDTA消化细胞后 加入FBS中止消化. 药物

血清制备按参考文献[8]进行. 大鼠分别以20 mL/kg灌以

胃肠安灌胃液与维甲酸灌胃液(均相当于临床成人用量

的10倍) 对照组灌以等量生理盐水 共3 d 2次 /d

2次灌胃间隔6 h. 第 3 d灌胃结束后禁食 次日晨再灌

胃1次. 1 h后下腔静脉取血. 每只大鼠取5-8 mL静脉

血 离心分离血清 即为胃肠安药物血清 维甲酸药物

血清和对照血清. 56 水浴灭活30 min 后分装 置低

温冰箱中备用. 随机分为胃肠安组 维甲酸组 对照

组 分别添加 9 1 的 RPMI1640/ 胃肠安药物血清

RPMI1640/ 维甲酸药物血清 RPMI1640/ 对照血清

使配制的各组细胞温育液中药物血清浓度为100 mL/L.

1.2.1 SMMC-7721细胞增生检测  采用MTT法[9]: 各孔

加入细胞温育液100 uL培养12 24 48 72 96 h观

察药物血清对细胞增生的抑制作用. Alamar Blue 法[10].

SMMC-7721细胞以5.0 103/孔加入96孔板. 细胞贴壁

后加入各组细胞温育液和Alamar Blue Alamar Blue在总

体积中浓度为100 mL/L. 培养0 8 16 24 32 40 48

72 h后酶标仪570 nm和590 nm分别测A值 计算AB值.

1.2.2甲胎蛋白及白蛋白含量的测定  SMMC-7721细胞

以2.5 108/L种于培养瓶中. 细胞贴壁后分别加入各组

细胞温育液2 ml. 48 h后吸弃上清 加入RPMI1640培

养液2 mL培养48 h. 吸取上清液于离心管中 1 000 g

离心5 min. 取上清1.5 mL冷冻干燥. 采用放免法测定.

1.2.3 P53 P16 和 P21 蛋白的表达  采用Western blot

方法. 蛋白样品制备: SMMC-7721细胞以2.5×108/L接种
于培养皿. 贴壁后分别加入各组细胞温育液. 48 h后加入

RIPA裂解液150 µL将贴壁细胞刷下 移入离心管内.
4 15 000 g 离心 15 min 取上清 -20 保存.

取 4 µL标准品或样品分别与考马斯亮蓝溶液2 mL混
匀 595 nm 波长处测吸光度. 计算每组样品浓度 确

定上样量. 电泳: 灌制分离胶和积层胶. 按以上计算结果

平衡上样量 余数用裂解液补齐. 95 水浴5 min. 倒入

电泳缓冲液. 加样品和Marker 电压90 V 电泳120 min.

转膜: 剪取硝酸纤维素滤膜贴于凝胶上 并在转膜装置

中放置冰盒. 加转移缓冲液. 电流0.22 mA 转膜90 min.

杂交与检测: 滤膜以50 g/L脱脂奶粉的TBS封闭抗原. 加

入兔抗 P53 多克隆抗体 稀释度 1 200 4 摇

床摇动过夜. TTBS洗3次. 加入抗兔Ig 稀释度1 2 000

室温下摇动1h. TTBS洗3次. 将滤膜浸入ECL中 1 min

后取出 暗匣内固定. 暗室中放入胶片. 曝光 15 min

显影 2 min 清水洗后再定影5 min 观察实验结果.

以 β-巯基乙醇洗膜后 一抗加p21WAF1/Cip1/Sdi1/Pic1
或 p16INK4a/MTS1鼠单克隆抗体进行P21和 P16蛋白的

观察 二抗为抗鼠 Ig.

        统计学处理  采用双侧t 检验.

2   结果

2.1 SMMC-7721肝癌细胞在100 mL/L FBS的RPMI1640

培养液中生长良好 对数生长期4 d后进入平台期(图1).

2.2 胃肠安药物血清对SMMC-7721细胞增生的抑制作

用  MTT分析结果显示胃肠安及维甲酸药物血清对该细

胞增生有抑制作用(表 1). 培养 16 h后 胃肠安组还原

的Alamar Blue值与对照组相比明显减少(P <0.05); 维甲

酸组在16 24 h 与对照组相比有显著差异 但随后的

观察点未见显著差异; 胃肠安组在32 40 48 72 h与

维甲酸组相比有显著差异(P <0.05 表 2).

表1  药物血清对SMMC-7721细胞的抑制率(%, n =5, sx ± )

分组           12 h    24 h       48 h 72 h      96 h

胃肠安组   11.0 1.1  16.9 2.1  21.4 5.4  21.5 4.0a  18.4 1.5a

维甲酸组   12.3 0.6  23.8 2.4  21.5 3.2  11.1 0.6    7.5 1.3

aP =0.032 vs 维甲酸组.

2.3 胃肠安药物血清对SMMC-7721细胞分泌甲胎蛋白

和白蛋白的影响  胃肠安组甲胎蛋白分泌量较对照组明

显减少(11.4 1.4 µg/L vs 17.2 1.1 µg/L P =0.036)
白蛋白分泌量较对照组明显增多(0.40 0.02 mg/L vs

0.29 0.01 mg/L P =0.043); 维甲酸组甲胎蛋白量与

白蛋白量较对照组也有减少与增多的趋势 但统计未

见明显差异.
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2.4 胃肠安药物血清对SMMC-7721 细胞P53 P16

P21蛋白的影响  胃肠安组突变型P53蛋白表达较对照

组和维甲酸组明显减少. 密度扫描积分: 胃肠安组 3 559

维甲酸组 4 277 对照组 4 042; 胃肠安组P16蛋白表达

较维甲酸组和对照组增多. 密度扫描积分: 胃肠安组 5 265

维甲酸组 4 992 对照组 4 797; 维甲酸组和胃肠安组P21

蛋白表达较对照组增多. 密度扫描积分: 胃肠安组 6 171

维甲酸组 6 764 对照组 5 809.

图1  SMMC-7721人肝癌细胞生长曲线的观察.

3   讨论

SMMC-7721人肝癌细胞是目前体外研究肝癌常用的细
胞株[11-13]. 我们在细胞传代后24h添加药物血清 作用
48 h后观察实验结果. 全反式维甲酸具有诱导Bel-7402
和 SMMC-7721人肝癌细胞分化的作用[14, 15] 因而本研
究中以维甲酸为对照. MTT法显示胃肠安及维甲酸药物
血清对SMMC-7721细胞增生有一定的抑制作用 维甲

酸最大抑制作用出现在24 h和 48 h 而胃肠安出现在

48 h和 72 h. Alamar Blue为一种染料 在细胞培养上

清液中可作为氧分子电子传递链的受体 因而可以反

映所研究的细胞对氧分子的消耗 以观察细胞的代谢

状况[16-19]. 与MTT分析法相比 Alamar Blue 法可以连

续 快速地检测细胞的增生状态 并且由于是对同一

批细胞的增生状态进行观察 因此有操作简便和几乎

不干扰细胞正常代谢的特点. 结果显示胃肠安组细胞代

谢状态最低 表明胃肠安对该细胞增生具有抑制作用;

维甲酸组在16 24 h 与对照组相比有差异 但24 h

后观察未见显著差异 说明维甲酸抑制细胞增生的作

用减弱. 综合MTT与Alamar Blue 的结果 胃肠安对

SMMC-7721肝癌细胞增生有抑制作用. 与维甲酸相比

其抑制作用起效慢 但持续时间长. 甲胎蛋白和白蛋白

是目前较为公认的反映肝癌细胞分化程度的指标 甲

胎蛋白是肝癌细胞去分化的标志 而白蛋白是分化的

标志. 实验结果显示胃肠安组细胞分泌的甲胎蛋白量较

对照组明显减少 而分泌的白蛋白显著增多 提示胃肠

安对该肝癌细胞具有诱导分化作用.

       P53过表达参与肝癌去分化和增生 有研究显示p53

基因突变与肝癌的分化等级 肝癌微血管侵犯显著相

关 可导致肿瘤早期转移 是肝癌预后差的指标 [20-28].

本结果显示胃肠安组中突变型P53蛋白表达较对照组

明显减少 提示胃肠安方剂有降低SMMC-7721人肝癌

细胞突变型P53蛋白表达的作用. P16蛋白通过直接作

用于CDK4/6 阻滞其与CyclinD结合 避免Rb蛋白

磷酸化及E2F 因子释放 将细胞周期停滞在G1 期

从而抑制细胞过度增生. 已发现P16蛋白表达缺失与肝

癌分化密切相关[29-36]. 我们观察到胃肠安组细胞中P16

蛋白表达较对照组增多 提示胃肠安可能通过增加P16

蛋白表达诱导该肿瘤细胞分化. p21是调节细胞生长和

分化的重要基因 几乎能抑制与Rb基因磷酸化有关的

所有周期素-周期素依赖激酶复合物[37-40]. 实验结果胃

肠安组细胞中P21蛋白表达较对照组增多 提示胃肠安

方剂可能通过增加P21蛋白表达抑制细胞增生 诱导细

胞分化. 实验中观察到维甲酸组P21蛋白表达明显增多

可能与维甲酸通过该作用环节诱导肝癌细胞分化有关.

         分化是组织胚胎学概念. 细胞正常分化过程受到基

因的严格调控. 本实验观察到中药复方胃肠安血清减少

SMMC-7721 人肝癌细胞突变型P53 蛋白表达和增加

P16 P21蛋白表达 这可能是胃肠安诱导该肝癌细胞

分化的分子生物学机制.

表2  肝癌细胞还原Alamar Blue值(%, n =5, sx ± )

分组      0 h 8 h 16 h 24 h 32 h 40 h 48 h 72 h

胃肠安组 0.9 1.0        7.5 1.1        15.2 1.6a         25.3 1.2a         29.4 1.9a, c       33.6 2.0a, c        38.3 2.6a, c       49.3 3.3a,c

维甲酸组 1.0 0.6        9.7 1.0        16.6 1.6a         29.7 6.2a        39.7 3.9        49.1 5.2         57.1 7.7         80.9 11.1

对照组 0.3 1.2        9.5 1.7        23.2 2.9         39.8 2.7        45.3 4.7        52.9 8.3         62.2 13.5        84.1 26.8

aP =0.021 vs 对照组; cP =0.038 vs 维甲酸组.

胃安组                维甲酸组              对照组

胃肠安组               维甲酸组          对照组

胃肠安组               维甲酸组          对照组

P53

P16

P21

t /d
0         1         2          3        4          5         6        7          8

细
胞
数
的
对
数

6.6

6.2

5.8

5.4

5
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Abstract
AIM: To study the association of mutations of hepatitis B
virus(HBV) X gene with hepatocellular carcinoma(HCC).

METHODS: The complete X region of HBV from the serum
of 5 patients with HCC and 12 patients with chronic hepatitis
B (CH) was amplified by PCR and then the purified PCR
products were sequenced.

RESULTS: A comparison of 492bp nucleotide sequence of
the HBV X gene from 5 HCC patients with that of the several
previously reported isolates of different serotype in Genebank
showed that the nucleotide homology was 89-96 % and
most of the strains were similar to serotype adw. The
number of nucleotide changes in the X gene of HBV from
HCC group (19.4±12.1) was significantly greater than that
from the CH group (4.4±2.4, P =0.00 093).There were 4
models of substitutions in X gene and 6 hot spots found in
HCC group and 12 hot spots found in HCC group.

CONCLUSION: The mutations of HBV X gene may be closely
associated with the development of HCC.

Dai ZY, Xu QH, Li G, Ma HH, Tang ZH, Shu X, Yao JL. Study on X gene
mutation of hepatitis B virus from patients with hepatocellular
carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(9):1349-1352

摘要

目的: 探讨乙型肝炎病毒(HBV) X基因变异在肝癌发生中

的作用.

方法: 应用聚合酶链反应(PCR)技术从5例肝细胞癌患者及

12例慢性乙型肝炎患者血清中扩增X基因 然后将纯化

的PCR产物进行序列测定 对获得的序列进行变异性及

同源性分析.

结果: 肝细胞癌患者中得到的HBV X基因序列与Genebank

中多个已发表的HBV各血清亚型序列进行同源性比较

发现核苷酸同源性在89-96 %之间 血清亚型以adw为

主. 与非肝癌组的比较发现X基因序列的替换突变中存在4

种形式. 6个位点的变异仅出现于肝癌组 12个热点变异

多见于肝癌组而少见于非肝癌组.

结论: X基因序列的突变与肝细胞癌的发生有关.

代志琰, 徐启桓, 李刚, 马会慧, 汤正好, 舒欣, 姚集鲁. 肝癌患者乙型肝炎病

毒X基因变异的研究. 世界华人消化杂志  2003;11(9):1349-1352

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1349.asp

0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)基因组含有4个开放读码框架[1]

分别为 S C P X 区. 对 HBV X 基因的研究集中

其在肝癌发生中的重要作用[2-8]. 我们以X区为研究靶区

域 应用聚合酶链反应(PCR)扩增肝细胞癌(HCC)患者

血清中的HBV X基因 将获得的序列与来自基因库及

非HCC的慢性乙型肝炎患者血清中HBVX基因序列进

行比较 了解X基因突变与HCC 的关系.

1   材料和方法

1.1 材料  我院2002-01-12 住院患者HCC组 5例 年

龄48 17岁 男4例 女1例 ALT102.6 40.0 IU/L

HBVDNA 1.1 1.9 107 copies/mL 两对半(A 为

HBsAg HBeAg 抗 -HBc 阳性; B 为 HBsAg 抗 -

HBe 抗 -HBc 阳性)A3 例 B2 例; 非 HCC 组 12 例

年龄 29 10 岁 男 12 例 女 1 例 ALT 257.9

625.4 IU/L HBVDNA 5.4 7.0 108 copies/mL 两

对半A10例 B2例. 诊断标准按照2000年西安第10次

全国病毒性肝炎及肝病学术会议制定的 病毒性肝炎

防治方案 患者均无应用HBV疫苗史和抗病毒治疗

史 其他肝炎病毒标志物检测阴性.

1.2 方法  取血清100 µL加TES 300 µL (10 mmol/L Tris-HCl
pH 8.0 0.5 mmol/L EDTA 5 g/L SDS 150 mg/L蛋白酶K)

65  3 h 常规酚 氯仿 异戊醇 (V V V; 25 24 1)
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抽提 乙醇沉淀 DNA溶解于双蒸水20 µL中 -20 
保存备用. 设计引物 P1: 5-CCA AGC TTC ATC ATT

TCC ATG G-3; P2: 5-TGG ATC CAA GAG ATG ATT AGG-3;

P3: 5-TTT TGC TCG CAG CCG GTC T-3; P4: 5 - TGC TTG

AAC AGT AGG ACA TG-3. 引物由北京赛百盛公司合成.

肝癌组扩增用巢式PCR(其中仅1号用1次PCR 引物

为 P3 P4 ) 即外引物为 P3 P4 内引物为 P1

P2 目的片段长度为492个 bp; 非肝癌组用1次PCR

引物为P3 P4 目的片段长度为578 个 bp. PCR参

数如下: 94  5 min预变性 94  30 s变性 53 

40 s 退火 72  1 min 延伸 共 32 个循环 72 

M: DNA marker; 1: 肝癌组1号; 2: 阳性对照; 3: 阴性对照.
图1  HBV X 基因PCR产物.

2.1 HBV X 基因序列在Genebank 中的同源性比较  肝

癌组 5例所得序列与Genebank 中HBV多个已发表的各

血清亚型序列进行同源性比较 发现5例患者与多个已

知分离株的相应序列的核苷酸同源性在 89-96 % 之

间 推导的氨基酸序列同源性在80-99 % 其中 3例

为adw亚型 2例为ayr亚型. 非肝癌组12例慢性乙型肝

炎患者与多个已知分离株的相应序列的核苷酸同源性在

87-96 %之间 推导的氨基酸序列同源性在86-98 %

总延伸10 min. 选HBV全基因组质粒(本室保存)相同条

件扩增产物作为阳性对照 健康人血清(两对半及血清

HBVDNA均阴性)作为阴性对照. 将PCR产物在20 g/L的琼

脂糖凝胶中电泳 切取目的片段 经QIAqiuck Gel Extraction

Kit (QIAGEN 德国 )回收DNA 测序由大连宝生物工程公

司完成. 序列变异性及同源性分析用DNAstar软件分析.

2   结果

从患者血清中扩增出HBV X 基因 电泳后可见PCR产

物长度约578 bp 与预期大小相符(图 ). 肝癌组与非

肝癌组X基因序列同源性比较的百分比值如表1.

表1  肝癌组(1-5)与非肝癌组(6-17) X基因序列同源性比较

1  2    3    4    5   6   7   8  9  10   11   12   13   14   15   16   17

  1 92.9 97.8 92.9 91.7 95.7 90.4 90.9 90.7 91.1 97.6 90.0 88.4 91.3 91.1 90.7 91.3

  2 91.7 97.8 96.1 90.4 94.7 97.0 96.7 96.7 90.7 95.5 94.1 97.0 96.7 96.1 95.7

  3 91.7 91.5 95.7 90.2 90.7 90.4 90.9 95.9 89.8 88.2 90.9 91.1 90.4 91.1

  4 97.0 89.4 95.3 96.7 96.1 96.1 90.4 94.9 93.7 96.3 96.1 95.7 96.5

  5 90.5 97.4 98.1 97.9 97.9 91.7 97.1 93.1 98.3 97.9 97.8 98.4

  6 90.0 90.8 91.3 91.7 97.9 90.7 86.9 91.7 91.3 91.0 90.8

  7 97.2 97.6 97.4 91.0 96.9 93.3 97.8 97.8 97.1 97.9

  8 98.8 98.8 90.8 97.9 94.1 99.1 98.8 98.6 98.3

  9 99.3 91.3 98.1 94.1 99.3 99.0 98.6 98.4

10 91.7 98.1 94.1 99.3 99.0 98.8 98.4

11 90.7 86.9 91.7 91.3 91.2 91.9

12 94.1 98.4 98.4 97.9 97.6

13 94.5 94.5 93.9 93.6

14 99.3 99.1 98.8

15 98.8 98.4

16 98.6

其中 10 例为 adw亚型 2例为 ayr 亚型.

2.2 HBV X基因序列的变异性分析  肝癌组序列分析发

现 HBV X区的替换突变表现为散在分布 但相对集中

于核苷酸序列的nt 1 358-1 365 nt 1 490-1 502 nt 1 634-

1 675 nt 1 721-1 801 四个区域 分析核苷酸序列时

发现替换突变中存在4种形式 第1种形式是突变具有

广泛性 HBV X基因序列发生变异位点数肝癌组高于

非肝癌组(分别为19.4 12.1 4.4 2.4 P =0.00 093)

多个患者的核苷酸序列在某个位点均突变为同一的碱

基 如肝癌组5例标本中有4例nt 1 359 A C nt 1 362

T G nt 1 363 A C nt 1 365 A T nt 1 813 T C

nt 1 859 A T 且此类变异仅出现于肝癌组而不见于非

肝癌组; 第2种形式为突变具有个体特异性 如患者5在

nt 1 440 G T 在nt 1 705 A G 患者14在nt 1 564 C

T 患者17在nt 1 599 C G; 第3种形式存在热点变异

我们结合两组病例 对492个碱基替换的频率进行统

计 有12处位点为高发突变位点(17 例中有5例以上

  3    2    1     M

2 322 bp
2 022 bp
564 bp
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在该位点发生替换 频率大于28.8%) 即热点变异

且此类变异多出现于肝癌组而少见于非肝癌组见表2;

第4种形式为散在的随机替换 最为常见. HBV X区的

直接重复序列 (DR2 nt 1 590-1 600; DR1 nt 1 824-

1 834) 基本核心启动子(BCP)的第3个AT富集区(nt 1

789-1 795) 在全部肝癌组5例和非肝癌组12例中均无

变异发生. T1 764 A1 766联合突变见于肝癌组4例和非

肝癌组3例中.

表2  HBV X区核苷酸热点变异

碱基变异位点 肝癌组 非肝癌组 合计

nt 1 361 G A       4        2     6

nt 1 466 C T       3        2     5

nt 1 490 C T       3        2     5

nt 1 510 A T       3        2     5

nt 1 640 C T      3                        2                     5

nt 1 644 G A      3                        2                     5

nt 1 764 A T                                  4                        3     7

nt 1 766 G A                                  4                        3     7

nt 1 859 A T                                  5                       2     7

3   讨论

HBV感染在HCC发生中起着重要作用[9-19]. HBV的变异

是较普遍的现象 可能与其聚合酶缺乏校正功能 以及

HBV 承受宿主巨大的免疫压力有关. HBV X 蛋白是一种

具有反式作用的调节蛋白 能直接或间接激活 c-myc

c-fos c-jun和 ras 等肿瘤基因[20-23] 他不仅能活化

HBV 自身的启动子 而且能活化一些异源病毒和细胞

启动子 参与对细胞的基因表达的调控[24-29] 从而与

HCC的发生发展相关.

        HBV进入人体后病毒基因组发生相对较为特殊的

突变[30, 31] 以最大限度地适应宿主环境 从而得以长

期在体内持续存在. 我们通过应用PCR扩增 序列测

定等分子生物学技术 获得5份HCC及12份非HCC标

本中HBV X基因的核苷酸序列 与Genebank 中HBV

多个已发表的各血清亚型序列进行同源性比较 发现

HCC组与非HCC组的HBV亚型分布类似 核苷酸及

推导的氨基酸序列同源性分析均提示以adw 亚型为主.

HBV X基因序列的变异性分析则发现HCC组与非HCC

组的HBV X区突变有所不同 HBV X基因序列发生变

异的位点数HCC组高于非HCC组 HCC标本中HBV

X基因序列的变异具有一定的特征 有6处变异仅出

现于HCC组而不见于非HCC组 有12处位点为高发

突变位点 多见于HCC组 而少见于非HCC组 由

此推断这些热点位点的突变可能在HCC的发生中起重

要作用.

        T1764A1766联合突变常见于HCC患者 本研究

也在HCC组4例和非HCC组3例中测出此类变异 而

这两处突变正处在增强子 和C启动子序列中 位于

反式转录激活必需序列的上游. 目前认为X 蛋白的反式

转录激活作用还包括很强的调节作用 N端 / 为负

调节区 C端为正调节区. 因此. 我们推测这两处突变类

型可能使反式转录激活作用增强 包括HBV X 蛋白表

达增加 在致病或致癌过程中起重要作用.

       HBV感染易导致慢性化 而经慢性肝炎与肝硬化

进展为HCC是一个缓慢的连续的过程. 通过比较HCC

与非HCC标本中HBV X基因核苷酸序列将有助于了解

HBV X基因在HCC发生中的作用 发现HBV X基因

在致癌过程中的变异规律是对HCC发病机制研究上的

一个飞跃. 虽然 现有结果不足以阐明病毒变异与病变

的因果关系 但已能明确 HBV X基因核苷酸序列的突

变有其规律可循 与HCC的发生发展有着密切的联系.

进一步的研究须以细胞转染和动物实验相结合 结合

机体免疫对变异株的应答来认识HBV X基因在HCC发

生中的作用 要完全阐明HBV X 基因序列的变异与

HCC的关系尚须研究更大量的标本.
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Abstract
AIM: To probe the anti-cancer effect of ultrasound-guided
local injection with Chinese traditional medicine “Star-99”
in the treatment of hepatocellular carcinoma (HCC).

METHODS: Twenty-eight human hepatocellular carcinoma
SMMC-7721 transplantation nude mice were randomly divided
into Star-99 group containing (14 patterns), ethanol group
(7 patients) and saline group (7 patterns ). Ten days after
transplantation, the medicine was injected into the tumors
of all the nude mice every 5 days. On day 20 after the first
injection, the nude mice were killed. Immunohistochemistry
assay was adopted to detect the expression of Ki-67 antigen
in HCC. The tumor tissues were sent for flow cytometry
(FCM) and DNA analysis. Apoptotic cells were visualized
by TUNEL assay. All the experiments were carried out under
double blind.

RESULTS: The Ki-67 Labeling index in Star-99 group (17±9 %)
and ethanol group (21±11 %) was significantly lower than
that in saline group (32±13 %) (P <0.05). The mean
apoptotic index (AI: percentage of TUNEL signal positive
cells) in Star-99 group (49±5 %) was significantly higher
than that in ethanol group (12±2 %) and the saline group
(10±4 %) (P <0.01). FCM and DNA analysis showed that
the appearance rate of the apoptosis peak in Srar-99 group

was 93 %, markedly higher than that in ethanol group (14 %)
and saline group (0 %) (P <0.01).

CONCLUSION: Star-99 can inhibit cancer cells proliferation
remarkably and induce the cancer cell apoptosis. It has
strong effects of inhibiting and destructing cancer cells.
Its curative effect is as good as the ethanol. Its major
mechanisms can be as follows: (1) It can inhibit cancer
cell proliferation. (2) It can induce cancer cell apoptosis.
The mechanism of Star-99 is different from that of ethanol.
The mechanisms of inhibiting cancer cell proliferation and
inducing cell apoptosis is of great significance. This study
will provide a new pathway for drug administration and
an experimental basis for the treatment of HCC with tradi-
tional Chinese herbal. The study of Star-99 in the treat-
ment of tumor is of profound significance and has good
prospects.

Lin XD, Lin LW, He YM, Gao SD, Yang FD, Xue ES. Apoptosis and
proliferation of hepatocellular carcinoma in nude mice with percutane-
ous intratumor injection of Chinese herbal medicine “Star-99”. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(9):1353-1356

摘要

目的: 探讨超声引导瘤内注射复方中药99-克星治疗肝癌

SMMC-7721裸鼠移植瘤的抗癌作用.

方法: 取人肝癌SMMC-7721裸鼠皮下移植模型28只 随

机分为99-克星中药治疗组14只 无水乙醇与生理盐水治

疗组各7只. 全部裸鼠在接种10 d后每隔5 d向肿瘤内注

入治疗药物共4次 治疗20 d后处死. 应用免疫组织化学

方法检测移植瘤细胞Ki-67 抗原的表达并行流式细胞仪

(FCM) DNA分析以及采用TUNEL 方法对移植瘤细胞凋亡

现象进行观察.

结果: 中药99克星组与乙醇组的Ki-67指数分别为17 9 

21 11  均显著低于盐水组的32 13  (P <0.05);

克星组凋亡指数高达49 5 % 显著高于乙醇组的12 2 

和盐水组的10 4  (均P <0.01); FCM DNA分析显示盐

水组的异倍体峰出现率高达57 % 明显高于克星组的7 %

与乙醇组的0 % (P 均<0.05) 而克星组的凋亡峰出现率高达

93 % 明显高于乙醇组的14 %与盐水组的0 % (P 均<0.01).

结论: 复方中药99 克星能显著抑制裸鼠移植瘤细胞的增

生 并诱发其凋亡. 研究结果表明复方中药99克星具有强

大的破坏与抑制肿瘤细胞生长的作用 其疗效不亚于无水

乙醇 其主要机制可能有: (1)抑制癌细胞的增生  (2)诱导

癌细胞凋亡. 复方中药99-克星抗肿瘤的作用机制不同于无

水乙醇 尤其以抑制癌细胞增生和诱导癌细胞凋亡的作用
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机制在抗肿瘤中具有重要的意义. 本研究为传统中药治疗肝

癌提供了一个新的给药途径与理论依据 其在肿瘤治疗研

究中具有重要的意义和良好的发展前景.

林晓东, 林礼务, 何以敉, 高上达, 杨发端, 薛恩生. 复方中药99-克星超声介入

治疗肝癌裸鼠移植瘤凋亡与增生. 世界华人消化杂志  2003;11(9):1353-1356

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1353.asp

0   引言

我国肝癌常见超声引导介入治疗肝癌的方法依然存在

一定的局限性[1-10]. 复方中药99-克星有强大的抑制肿瘤

生长的作用 并且其作用机制明显不同于无水乙醇[11, 12].

为进一步探讨超声引导经皮瘤内注射复方中药99克星

的疗效机制 我们通过应用免疫组织化学方法检测移植

瘤细胞Ki-67抗原的表达并行流式细胞仪(FCM) DNA分

析 TUNEL 方法对细胞凋亡现象进行观察以评价99克

星抑制肝癌细胞增生与诱导肝癌细胞凋亡的生物效应.

1   材料和方法

1.1 材料  实验动物由厦门大学抗癌中心医学实验动物

室(合格证号: 闽医动字第23-007 号)提供的5-8周龄

BALB/CA裸鼠(SPF级 雌雄兼用) 质量18.0 2.1 g

在无病原体的层流架内饲养 无菌操作下定期更换笼

具 垫料 饮用水和标准饲料(由上海必凯公司提供). 将

人肝癌SMMC-7721细胞培养悬液离心后去上清 再加

细胞培养液配成5 1010 /L 在裸鼠背部皮下注射0.2 mL.

当肿瘤长至1 cm左右时 无菌条件下取下部分瘤块

切成0.2 0.2  0.2 cm瘤块 用套管针移植到另一只

裸鼠背部皮下 形成皮下移植并传代.

1.2 方法  接种人肝癌移植瘤裸鼠28只 随机分3组:

中药99-克星组 (下称克星组 主要成分为天南星 丹

参与黄芪等)14只 无水乙醇组(下称乙醇组)7只 生理

盐水组(下称盐水组)7只. 实验动物接种后10 d 采用高

频超声(日本ALOKA-5500超声仪 探头频率10 MHz)测

量肿瘤最大长径 宽径与厚径 并计算体积. 以 5号针

头刺入肿瘤中心 缓缓注入各组药物0.1 ml 每隔5 d注

射1次 共4次 在末次注射5 d后再超声测量肿瘤三

径后将裸鼠处死. 应用免疫组织化学方法检测Ki-67抗

原的表达. 石蜡标本4 µm厚连续切片 免疫组化采用
SP法. 鼠抗人Ki-67单克隆抗体MIB1(即用型) S-P免

疫组化试剂盒购自福州迈新公司 参照说明书及文献

操作. Ki-67抗原阳性产物定位于细胞核内 呈褐色或

黄褐色颗粒状 胞质一般不着色. 部分细胞核分裂时显

示出整个细胞的阳性反应.  采用北京航天航空大学

CMIAS 医学图像分析系统 每个标本在低倍镜( 100)

下观察并确定有代表性的Ki-67染色阳性视野 连续观

察10个高倍视野( 400) 计算每个高倍视野瘤细胞中

的阳性数. 计算肿瘤Ki-67指数 (Ki-67 Labeling index  Ki-

67 LI) Ki-67 LI 阳性细胞总和 计数细胞总数 100

%. 采用末端转移酶介导的 dUTP 切口末端标记方法

(TUNEL)检测凋亡细胞. 试剂盒(POD法)购自福州迈新公

司(德国Boehringer Mannheim公司生产) 参照说明书及

文献操作. TUNEL染色以细胞核有明显棕黄色颗粒为阳

性 采用北京航天航空大学CMIAS 医学图像分析系

统 每张切片观察10 个高倍视野( 400) 随机计数

不少于1 000个细胞的阳性细胞数. 计算肿瘤细胞凋亡指

数(Apoptotic index  AI) AI 凋亡细胞数 计数细胞总

数 100 . 取新鲜肿瘤组织制备细胞混悬液行FCM DNA

分析 FCM分析DNA的异倍体峰与凋亡峰的出现率.

         统计学处理  实验数据经 SPSS for  Windows  8.0软件

包行单因素方差分析和 χ 2检验统计学处理 以 P <0.05

为差异有显著性意义.

2   结果

99克星组与乙醇组的Ki-67指数分别为17 9 21

11 均显著低于盐水组的32 13  (P <0.05) (图 1).

克星组凋亡指数AI为49 5 % 明显高于乙醇组的12

2 %和盐水组的10 4  (P <0.01) (图 2). 盐水组中57

(4/7)出现异倍体峰(图 3) 显著高于未出现异倍体峰的

乙醇组0 % (0/7)与克星组的7 % (1/14)(P <0.05). 另一明

显特点是克星组有93 % (13/14)见亚G1期细胞形成的凋

亡峰(图4) 显著高于乙醇组的14  (1/7)(P <0.01) 而

盐水组无1例出现凋亡峰.

图1  裸鼠肝癌组织的KI-67标记 400(细胞核有明显棕黄色颗粒为阳性).
A: 99-克星组;
B:  盐水组.

A

B
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图2  裸鼠肝癌组织的TUNEL标记 400(细胞核有明显棕黄色颗粒为阳性).
A: 99-克星组.
B: 盐水组.

图 3  注射生理盐水裸鼠肝癌组织FCM DNA分析出现异倍体峰(图中
黄色峰).

图4  注射99-克星裸鼠肝癌组织FCM DNA分析出现凋亡峰(图中蓝色峰).

3   讨论

临床上已有多种超声引导介入治疗肝癌的方法 近年

来国内外相继推出激光 微波 射频以及高能聚焦超

声等在超声引导下介入治疗肝癌 其中有的疗效甚至

可与外科手术切除相媲美[2-5]. 但是以上多种方法依然存

在一定的局限性[6-10]. 我们发现99-克星有强大的抑制肿

瘤生长的作用 其疗效不亚于无水乙醇[11, 12]. 病理细胞

学和组织学观察也显示 克星组肿瘤细胞出现肿胀

变性坏死与程序性坏死为主的特征性改变 与乙醇组

肿瘤组织呈凝固性坏死为主的改变明显不同. 更为独特

的是 克星组所有的变性肿胀肿瘤组织中同时出现许

多淋巴细胞 甚至形成淋巴细胞团 而乙醇治疗组未见

到明显的淋巴细胞. 这一发现提示复方中药99-克星能

够促进机体局部组织炎症反应和淋巴细胞活跃 其抑

制或杀伤肿瘤细胞的作用很可能与细胞免疫功能增强

机制有关 他与无水乙醇单纯杀灭肿瘤细胞而缺乏组

织反应的作用机制显然不同[11, 12]. 因此值得进一步深入

研究其作用机制.

        Ki-67是一种敏感而特异的增生期细胞标记物 他

可能是一类新的细胞核非组织蛋白[13-15] 与细胞周期

密切相关. Ki-67 抗原与细胞DNA半保留复制相藕连

在有丝分裂的G1 G2 M S期都表达 其中G2 M期

表达最强 G0期不表达[16, 17]. 因其半衰期短 细胞脱

离增生周期后迅速降解 检测结果的可靠性明显优于

目前常用的半衰期长的增生期细胞标记物即增生细胞核

抗原(PCNA) 肿瘤细胞增生越活跃 肿瘤细胞ki-67表

达水平亦相应增高 因此被视为较可靠的全面反映细胞

群体增生水平的指标[18-20]. 本实验结果显示99克星组与乙

醇组 的Ki-67指数分别为17 9  21 11  均

显著低于盐水组的32 13  (P <0.05). 99克星组与乙

醇组移植瘤细胞ki-67表达明显减弱 表明大量的癌细

胞处于细胞增生周期的静止期  提示99克星与乙醇一

样能阻止癌细胞进入分裂期 从而抑制肿瘤的生长.  这

表明99克星与乙醇一样能显著抑制肝癌细胞的增生

从而抑制裸鼠SMMC-7721移植瘤生长.

         调控细胞凋亡成为目前肿瘤治疗研究的一个新热

点[21-25]. 我们应用TUNEL法检测发现克星组的凋亡指数

高达49 5 显著高于乙醇组的12 2 和盐水

组的10  4  (P <0.01) 这与FCM 的DNA分析显示

99-克星组中93 % (13/14)出现典型的亚二倍体的凋亡

峰 乙醇组仅1例出现低值的凋亡峰 而盐水组无1例

出现凋亡峰的结果相一致. 值得提出的是从DNA分析与

TUNEL检测以及Ki-67抗原表达检测结果均显示乙醇

组虽然肿瘤细胞生长也受抑制 但并不表现为以凋亡

为主的改变. 相反克星组DNA分析以及TUNEL检测结

果均表明其抑制肿瘤生长的主要机制之一是诱导肝癌

细胞凋亡 二者有明显差别.

        本结果表明复方中药99-克星具有强大的抑制与破

坏肿瘤生长的作用. 除了能直接杀灭肿瘤细胞以及增强

细胞免疫功能外 还能抑制肝癌细胞的增生并且诱导

肝癌细胞凋亡 明显不同于无水乙醇 尤其以抑制肝癌

细胞的增生及诱导肝癌细胞凋亡的作用机制具有重要
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意义 因此其在肿瘤的治疗研究中具有重要的意义和

良好的发展前景.
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Abstract
AIM: To establish an apoptotic model induced by hydroxya-
patite (HAP) nanoparticles in human hepatoma cell line in
vitro in order to explore the mechanism of nanoparticles-
induced apoptosis.

METHODS: The selected human hepatoma cell line BEL-7402
was treated with HAP nanoparticles at different concentra-
tions and for various durations of time. Growth suppression
was evaluated by MTT method. Apoptosis-related alterations
in morphology and biochemistry were ascertained under
cytochemical staining (Hoechst 33 258), transmission electron
microscopy (TEM), and DNA agarose gel electrophoresis.
Flow cytometry (FCM) was used to investigate the apoptotic
rate.

RESULTS: HAP nanoparticles inhibited the growth of hepatoma
cells in a dose and time-dependent manner. After BEL-7402
cells were treated with 50-200 mg/L HAP nanoparticles
for 48 h, apoptosis with nuclear chromatin condensation
and fragmentation as well as cell shrinkage were observed
using fluorescent staining and TEM. DNA ladder could be
demonstrated on DNA electrophoresis. By FCM analysis,
the apoptotic rates at concentrations of 0 mg/L, 50 mg/L,
75 mg/L, 100 mg/L, 150 mg/L, 200 mg/L were 2.2 %, 20.3 %,
25.3 %, 29.8 %, 45.1 % and 53.1 %, respectively. Cell
apoptosis began approximately at 12h after administration
of 50 mg/L and peaked at 48 h following treatment. The
rates at 12, 24, 36, and 48 h were 2.7 %, 3.5 %, 6.3 %,
and 21.4 %, respectively.

CONCLUSION: HAP nanoparticles not only inhibit prolif-
eration but also induce apoptosis of human hepatoma cell
line BEL-7402 in vitro. The successful establishment of this
model will help further explore the molecular mechanism
of hepatoma cells apoptosis.

Liu ZS, Tang SL, Ai ZL, Sun Q, Qian Q, He YM, Zhu ZC. Establishment
of apoptotic model induced by hydroxyapatite nanoparticles in human
hepatoma cell line BEL-7402. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11
(9):1357-1361

摘要

目的: 建立羟基磷灰石纳米粒子体外诱导人肝癌细胞凋亡的

模型 为进一步研究纳米粒子诱导肝癌细胞凋亡的分子机

制奠定基础.

方法: 用羟基磷灰石纳米粒子以不同终浓度 不同时间作

用于人肝癌BEL-7402细胞 用细胞毒性实验(MTT比色

法)观察其细胞毒性 倒置相差显微镜 荧光显微镜 透射

电镜 DNA琼脂糖凝胶电泳等方法观察凋亡在形态学和生

化方面的变化. 流式细胞仪分析以进一步了解凋亡发生的时

间和程度.

结果: 羟基磷灰石纳米粒子以剂量依赖和时间依赖的方式抑

制BEL-7402细胞的生长. 50-200 mg/L的纳米粒子处理48 h

后 形态学上 肝癌细胞表现为细胞皱缩 核质浓缩

核碎裂 细胞起泡以及凋亡小体形成等凋亡特征. 琼脂糖凝

胶电泳观察到DNA 梯带 .  流式细胞仪定量分析 0

50 75 100 150 200 mg/L 浓度下凋亡率分别为2.2 %

20.3 % 25.3 % 29.8 % 45.1 % 和 53.1 %. 50 mg/L

作用12 h后肝癌细胞出现凋亡 48 h达高峰 12 24 36

48 h细胞凋亡率分别为2.7 % 3.5 % 6.3 %和21.4 %.

结论: 羟基磷灰石纳米粒子既能抑制人肝癌BEL-7402细胞

增生 又能诱导其凋亡 该凋亡模型的成功建立将有助于

进一步探讨纳米粒子诱导肝癌细胞凋亡的分子机制.

刘志苏, 唐胜利, 艾中立, 孙权, 钱群, 何跃明, 朱忠超. 羟基磷灰石纳米粒子

诱导人肝癌细胞凋亡模型的构建. 世界华人消化杂志  2003;11(9):1357-1361

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1357.asp

0   引言

纳米技术1990年代取得了突破性进展 其在医学领域

的应用开创了纳米医学研究的新篇章. 羟基磷灰石纳米

粒子(hydroxyapatite nanoparticles)是随之发展起来的一种

新型纳米材料. 已有研究发现其对癌细胞的生长有抑制
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作用 且抗瘤谱广 但在诱导癌细胞凋亡方面国内外

尚未见报道. 我们从羟基磷灰石纳米粒子诱导人肝癌

BEL-7402细胞凋亡的角度探讨其抑制癌细胞生长的机

制 为纳米材料用于临床提供理论依据和实验依据.

1   材料和方法

1.1 材料  羟基磷灰石纳米粒子由华东理工大学生物材

料中心提供 用培养液配制成浓度400 mg/L的溶胶

0.22 µm滤膜过滤除菌备用; RNase酶 蛋白酶K 碘
化丙啶(PI)及Hoechst 32258荧光染色剂购于Sigma公司;

RPMI1640培养基 小牛血清 MTT购自Gibco 公司;

MODEL2300型 CO2培养箱 Shellab公司; BH-2型荧

光显微镜 Olympus公司; Hitachi-600型透射电镜 日

立公司; FACSort流式细胞仪 Becton Dickinson公司. 人

肝癌细胞系BEL-7402 武汉大学中国典型培养物保

藏中心(CCTCC)提供 培养于含100 mL/L小牛血清的

RPMI1 640 培养液中 37 50 mL/L CO2 培养箱内

常规传代培养. 细胞贴壁生长2 4 至70-80 %单层后

更换含药培养基进行实验.

1.2 方法  细胞毒性实验(MTT比色法)参考(Hussain J

Immunol Methods 1993; 160: 89)方法 取密度为2 108/L

的细胞接种于96孔培养板中每孔200 µL 培养 24 h
后 弃原培养液 加含不同浓度药物的新培养液 各为

200 50 12.5 mg/L及对照(0 mg/L) 每浓度设8个复孔

分别作用24 48 72 h后 加入新配制的MTT液每孔

20 µL 置 37  CO2培养箱内培养作用4h 小心吸去
上清液 加入二甲亚砜(DMSO) 150 µL 在振荡器上
轻轻振荡5 min 后 用酶标仪于490 nm处测吸光度值

(A值). 取 8孔平均值 计算抑制率. 根据公式: 细胞抑

制率=(1- 实验组A值/对照组A值) 100 % 以横坐

标为时间 纵坐标为抑制率 绘制细胞生长抑制曲线.

预定时间倒置相差显微镜观察不同浓度作用的细胞的生

长情况. 收集200 150 100 75 50 0 mg/L (对照)药物

作用48 h后的肝癌细胞 离心 PBS缓冲液洗涤 3 1

甲醇 / 冰醋酸固定液固定10 min 再离心 留取少量

固定液悬浮细胞; 于盖玻片上用荧光染液Hochest33258

染色45 min; 将有细胞一面的盖玻片封盖在预滴封片液

的载玻片上 自然晾干 在BH-2荧光显微镜下观察并摄

影. 收集接种于T-25培养瓶内 经100 mg/L药物处理48 h

后的细胞 30 g/L戍二醛固定 再用10 g/L锇酸固定 逐

级酒精脱水 氧化丙烯浸透 树脂包埋 超薄切片

机切片 于透射电子显微镜下观察并摄影. 细胞溶解于

裂解缓冲液400 µL中 4  12 000 r/min离心15 min
收集上清 加蛋白酶 及RNase置 50 孵育2 h. 再加

入NaCl 及同体积异丙醇-20 过夜 离心去上清

700 mL/L乙醇溶解沉淀 离心后空气干燥. 加 TE 9 µL
和载样缓冲液1 µL 15 g/L 琼脂糖凝胶 35 电压
电泳2 . 紫外灯下观察并摄影. 收集经羟基磷灰石纳米

粒子(0 50 75 100 150 200 mg/L)处理 48 h 和

50 mg/L 浓度处理 12 24 36 48 h 的细胞 用胰

酶消化制成单细胞悬液 离心弃上清 沿管壁缓慢加

入700 mL/L预冷(-20 )乙醇1 mL固定 (注意边加边振

荡 以免细胞成团) 4 过夜后再经PBS洗2次 100 µL
RNA酶(100 mg/L)消化 37  30 min 再加入50 mg/L PI

染色液 100 µL 4 避光 30 min 后上机测试 采用
FACScort流式细胞仪对样品进行检测 每次计细胞数

6 000个 激发波长488 nm 分析软件CellQuest 计算

凋亡率.

           统计学处理  所有实验数据均以 sx ± 表示 用SPSS
11.0软件进行统计分析 实验组与对照组比较行 t 检验.

2   结果

2.1 羟基磷灰石纳米粒子对细胞生长的影响  MTT检测

结果显示纳米粒子对肝癌细胞的抑制率均随着剂量的

增大和作用时间的延长而增强 同时间不同浓度组与

其对照组比较均有极显著性差异(表1).

表 1  羟基磷灰石纳米粒子对BEL-7402细胞生长的影响 ( sx ± , A 490nm,
n =8)

    浓度 (mg/L)
t /h
            0        12.5          50        200

24 0.721 0.041 0.536 0.035 0.485 0.036b 0.425 0.030b

48 0.933 0.035 0.501 0.088b 0.395 0.040b 0.259 0.027b

72 0.973 0.021 0.438 0.040b 0.345 0.035b 0.201 0.031b

aP <0.05, bP <0.01 vs 0 mg/L.

2.2 显微镜观察  倒置相差显微镜下见对照组肝癌细胞

贴壁生长 核膜 核仁轮廓明显 核糖体颗粒丰富胞质

饱满 相邻细胞生长融合成片; 经HAP处理的各组细

胞 24 h 后观察见细胞逐渐由贴壁而脱落 48 h 脱落

更明显 脱落细胞悬浮于培养液中 细胞形态变圆 折

光性差 生长增生明显受抑. 细胞经Hoechst 33258染色

后 荧光显微镜下见对照组BEL-7402细胞胞膜完整

胞质丰富 核形态饱满 表现为弥散均匀的蓝色荧光.

而处理组可见核体积缩小 荧光染色增强 染色质呈

致密浓染的块状或颗粒状荧光以及凋亡小体形成 呈现

典型的凋亡形态特征. 而且随浓度增加凋亡细胞增多 (图2).

镜下计算各浓度组凋亡率 50 75 100 150 200 mg/L

分别为18.7 % 22.3 % 33.5 % 49.0 %和57.2 %. 透射电

镜观察下对照组细胞胞质密度高 细胞器正常 染色质均

匀分散 密度一致 核膜完整 核仁大且完整(图 3 A); 而

经羟基磷灰石纳米粒子处理的细胞发生皱缩 胞质空泡

形成 细胞核固缩 染色质凝集 染色质聚集于核膜周边

形成数个团块或境界分明的新月形小体(图 3 B).

2.3 琼脂糖凝胶电泳  不同浓度羟基磷灰石纳米粒子作

用48 h后 对照组仅显示基因组 当浓度为100 mg/L

200 mg/L时出现典型的梯状带.
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2.4  流式细胞仪检测  DNA直方图上可见亚二倍体峰(即

AP峰apoptotic peak) 此一低DNA含量的亚二倍体峰的

百分比 即为细胞的凋亡率(图 4). 0 50 75 100 150

200 mg/L 羟基磷灰石纳米粒子作用48 h后的细胞凋亡

率分别为2.2 % 20.3 % 25.3 % 29.8 % 45.1 %和53.1 %.

相关分析示二者呈高度正相关(r =0.994 P <0.01); 回归

方程为 y凋亡率 =0.0842+0.0023 x浓度 计算得半数有效凋

亡浓度EC50 =181.82 mg/L. 50 mg/L作用 12 24 36

48 h凋亡率为2.7 % 3.5 % 6.3 %和 21.4 %.

图1  不同浓度羟基磷灰石纳米粒子和作用时间对BEL-7402 细胞的
生长抑制作用.

图2  HAP纳米粒子作用48h后BEL-7402细胞凋亡的荧光显微镜检
查 200.
A  对照组; B  50 mg/L; C  100 mg/L; D  200 mg/L.

A  对照组;

B  100 mg/L.
图 3  HAP纳米粒子作用48 h后BEL-7402细胞凋亡的透射电镜检查
15 000.
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图4  HAP纳米粒子作用48 h后BEL-7402细胞凋亡的流式细胞术分析.
A  对照组; B  50 mg/L; C  75 mg/L; D  100 mg/L; E  150 mg/L;
F  200 mg/L. 凋亡率分别为2.2 %; 20.3 %; 25.3 %; 29.8 %; 45.1 %; 53.1 %.

图5  50 mg/L HAP 纳米粒子作用不同时间后BEL-7402细胞凋亡的
流式细胞术分析.
A  对照组; B  12 h. C  24 h; D  36 h. E  48 h凋亡率分别为2.2 %; 2.7 %;
3.6 %; 6.3 %; 21.4 %.

3   讨论

肿瘤的发生和发展不仅与细胞的分化异常及增生过度

有关 而且与其细胞凋亡的减少密切相关[1-8]. 而一旦细

胞增生与凋亡失控 则可导致肿瘤的发生[9-25]. 因此

开发诱导肿瘤细胞凋亡的新药 成为肿瘤治疗的新方

向. 迄今为止 已证实化疗药物 生长抑素类似物 砷

剂及多种中药成分[26-37] 都能以诱导细胞凋亡的方式抑制

肿瘤细胞生长.羟基磷灰石[Ca10(PO4)6(OH)2]简称HAP是

人类骨无机组成的主要成分 有很好的组织相容性及

黏附性 其粉末用作骨缺损部位的填补材料已被广泛

应用于临床. 本研究所用羟基磷灰石纳米粒子由溶胶-

凝胶法合成 其粒径为50 nm左右 介于0.1-100 nm(纳

米级范围)间 表现出纳米粒子所独有的小尺寸效应

表面与界面效应 量子尺寸效应 宏观量子隧道效应

具有高溶解度 高表面能 强的离子交换能力 强极化

力等特性. 作用于体外培养的人肝癌BEL-7402细胞后

MTT毒性实验显示其对肝癌细胞的生长增生具有较强

的抑制作用 呈明显的剂量效应和时间效应关系. 低浓

度时即有明显的抑制作用 高浓度时此作用更强; 24 h

时细胞抑制率都未达到50 % 48h时是BEL-7402细胞

对羟基磷灰石纳米粒子作用较敏感的时期 抑制率升

高非常明显 作用72h抑制率继续升高 但增幅并不大.

这一结果与文献报道羟基磷灰石溶胶(HAP Sol)对W-

256癌肉瘤细胞和艾氏腹水瘤细胞作用24 h后 半数有

效抑制浓度分别为189 mg/L和 210 mg/L相当. MTT毒

性实验结果有助于指导羟基磷灰石纳米粒子的实际应

用 便于选择合适的浓度和作用时间.

       倒置相差显微镜亦显示羟基磷灰石纳米粒子作用

后 肝癌细胞贴壁能力下降 细胞悬浮于培养液中 浓

度越高 作用时间越长 悬浮细胞越多 与MTT毒性

实验结果相一致. 荧光显微镜和透射电镜示细胞凋亡形

态学上的变化 可见细胞体积缩小 胞膜皱缩 核固缩

核质沿核膜浓缩边集 形成数个团块或境界分明的新

月形小体 有的细胞核碎裂 形成由膜状物包裹内容物

凋亡小体. 琼脂糖凝胶电泳显示DNA梯状带型 呈细胞

凋亡典型的生化改变 并且浓度越高 梯状带型越明显.

        FCM分析则定量检测细胞凋亡 其结果与MTT法

所示剂量依赖效应和时间依赖效应相一致.不同浓度作

用48 h后细胞凋亡率与荧光显微镜下计数结果相符合

相关分析示细胞凋亡率与浓度呈高度正相关; 回归分析

得半数有效凋亡浓度EC50=181.82 mg/L 而在MTT毒性

实验中 同一浓度作用48 h后的细胞抑制率接近70 %.

此结果表明羟基磷灰石纳米粒子对人肝癌BEL-7402细

胞的抑制作用中 诱导细胞凋亡占主要作用.纵观不同

浓度的细胞抑制率和凋亡率 纳米粒子浓度越高 诱

导细胞凋亡作用越强. 浓度为50 mg/L的纳米粒子作用

不同时间后 36 h 凋亡率都较低 小于10 % 48 h

增至 21.64 % 说明 48 h 后羟基磷灰石纳米粒子对

BEL-7402细胞的凋亡诱导作用可达到高峰. 因此实际
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应用中作用时间应以48 h或更长时间为宜 以达到较

好的凋亡诱导率.

       总之 本实验结果表明在体外羟基磷灰石纳米粒

子能以诱导细胞凋亡的方式抑制肝癌细胞的生长. 该凋

亡模型的成功建立 为进一步探讨细胞凋亡发生的机

制奠定了基础.
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Abstract
AIM: To analyze the relationship between expressions of
β-catenin and cyclin D1 and formation of portal vein tumor
thrombus and clinical pathologic parameters.

METHODS: β-catenin and Cyclin D1 were tested in primary
liver cancer, tumor thrombus and paracancer tissue in 32
cases of hepatic carcinoma with immunohistochemistry.
Their effect on clinic pathologic parameters was also discussed.

RESULTS: The positive rates of β-catenin expression in
primary liver cancer, tumor thrombus and paracancer tissue
were 62.5 %, 81.25 %, and 9.38 %, respectively. The positive
rates of β-catenin expression were also correlated with tumor
thrombus, HBV infection and liver cirrhosis. The positive
rates of cyclin D1 expression in primary liver cancer, tumor
thrombus and paracancer tissue were  46.9 %, 75 %, and
18.8 %, respectively. It was also correlated with tumor
thrombus, cell classification and differentiation. There  were
obvious differences among three groups in expression of
β-catenin and cyclin D1.

CONCLUSION: β-catenin and cyclin D1 are helpful for ini-
tiation and progression of tumor thrombus and play an
important role in the course of liver cirrhosis and HBV
infection. Cyclin D1 influences tumor classification and

differentiation.

Su XK, Zhao XM, Li JQ, Cui XJ, Xie XH, Yang HY, Xu FB, Shi M. Role
of β-catenin and cyclin D1 expressions in intrahepatic dissemination of
liver cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(9):1362-1364

摘要

目的: 探讨 β-catenin和Cyclin D1与癌栓形成及临床病理
参数的关系.

方法: 用免疫组化法检测32例肝癌原发灶 癌栓和癌旁组

织中 β-catenin Cyclin D1 的表达 同时分析其与临床
病理参数之间的关系.

结果: β-catenin在原发灶 癌栓和癌旁组织中的阳性率分
别为62.5 % 81.25 % 9.38 % 三者之间有显著差别;

β-catenin 与癌栓形成 HBV感染 肝硬化有关. Cyclin
D1在原发灶 癌栓和癌旁组织中的阳性率分别为46.9 

75 18.8 三者之间有显著差别;  Cyclin D1与癌

栓形成 组织类型 分化程度有关.

结论: β-catenin和Cyclin D1促进癌栓形成 参与HBV感
染和肝硬化形成过程; Cyclin D1影响肿瘤组织类型和分化

程度.

苏小康, 赵先明, 李锦清, 崔学教, 谢晓华, 杨海燕, 徐发彬, 石明. β-catenin
和 Cyclin D1在肝癌肝内转移中的作用. 世界华人消化杂志  2003;11(9):

1362-1364
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0   引言

β-catenin不仅在钙粘蛋白(E-CD)介导的细胞黏附 细
胞分化 细胞骨架中起重要作用 而且是WNT信号传

导通道的关键环节 调控Cyclin D1及C-myc等原癌因

的表达. Cyclin D1能与细胞周期蛋白激酶(CDK4)结合

激活的CDK4- Cyclin D1 复合物可以与多种蛋白协同

作用促进细胞由G1期向 S期的过度 我们检测了 β-
catenin和Cyclin D1蛋白在肝癌组织 门脉癌栓及癌旁

组织中的表达 探讨了β-catenin和Cyclin D1与肝癌肝
内播散和临床病理参数之间的关系 现报告如下

1   材料和方法

1.1 材料  2000-07/2001-05中山大学肿瘤医院肝胆外

科手术切除原发性肝癌标本 同时取肿瘤边缘2 cm外

肝组织作癌旁组织 男25 例 女 7例 年龄26-64



(中位 45 岁). 40 g/L 甲醛固定 常规石蜡包埋 5 µm
连续切片. 根据Enmondson 病理标准分为

 4级. β-catenin Cyclin D1鼠抗人购自广州康润生
物制品公司 SP试剂盒购自美国Vector 公司.

1.2 方法  免疫组化操作步骤按试剂盒说明操作 并根

据情况稍加改进 两种方法均需微波抗原修复. 用试剂

携带阳性片作为阳性对照 PBS液作为一抗作为阴性对

照. 将阳性细胞按其数量及染色强度分为3级. 表达弱阳

性(+): 细胞数量<10 染色强度弱阳性或仅个别细胞

中至强阳性; 表达强阳性(+++): 阳性细胞数>60 中

至强阳性染色 少数可为弱阳性表达; 中度阳性(++): 阳

性细胞数在10-60 之间; 无表达(-): Cyclin D1染色强

度与背景基本无差别 β-catenin 为细胞膜轻度染色.
        统计学处理  用 SPSS10.0行FISHER精确 χ2检验.

2   结果

2.1 β-catenin的表达  癌旁组织中β-catenin均匀分布于
细胞膜 仅极个别标本中有胞质极弱着色 细胞核无染

色 而在原发灶62.5  (20/32) 癌栓81.25  (26/32)

中出现在细胞质或核内沉积. 门静脉癌栓明显高于原发

灶(P <0.04) 而在无门脉癌栓者原发灶中表达强度明

显低于有转移灶者 (表 1).

表1  HCC 癌栓 癌旁组织中 β-catenin 和 cyclin D1 蛋白的表达
(n =32)

β-catenin cyclin D1
HCC
  - +          ++ +++  - +          ++       +++

原发灶 12 9 7   4 17 6 5 4

癌栓   6 6 9 a 11   8 4 8         12a

癌旁 29 2 1   0 26 4 2 0

aP <0.05.

表2  β-catenin cyclin D1与临床病理参数之间的关系

    β-catenin       cyclin D1
参数

N         A                     N          A

HBV + 7       14                 10          9

- 5         6a                      7          6

肝硬化 轻 7       16                      9          9

重 5         4a                      8          6

肿瘤大小 小于5 cm 6       12                 10       10

   大于5 cm 6          8                      7          5

包膜 完整 7       11                      9          8

不完整 5          9                      8          7

癌栓 有 3       15                      4       13

无 9         5a                 13         2a

组织类型HCC 6          9                      5       10

CC 6       11                 12         5a

混合型 1          1                      0          0

分化程度 4          6                      4          6

   6       10                      9         7a

   2          4                      4          2

N: 细胞核  A: 细胞质  aP <0.05

2.2 Cyclin D1的表达  Cyclin D1阳性染色有二种类型;

细胞核型: 定位于细胞核中 细胞质型: 分布于细胞质

中 阳性细胞染色呈弥漫状分布. 肝癌原发灶中46.9 

呈阳性表达 癌栓中阳性率则高达75.0 而癌旁组

织中明显低 仅18.8 在三组间有明显差异 依次

为癌栓 原发性 癌旁 (表 1) .

2.3 β-Catenin Cyclin D1与临床病理参数之间的关系
β-Catenin 的异常表达与HBV感染 肝硬化和癌栓形
成有关 而与肿瘤大小 包膜 组职类型和分化程度无

关. Cyclin D1在癌栓形成 组织类型和分化中有差异

而在HBV 感染 肝硬化 肿瘤大小 包膜中无差异

(表2).

3   讨论

门静脉癌栓是原发性肝癌肝内转移的主要方式 也是

引起肝癌术后复发的重要原因(术后复发率高达60.8 %)

严重影响临床疗效[1, 2]. β-Catenin在细胞黏附和WNT信
号传导两个过程发挥作用  c-myc和Cyclin D1是WNT

通路中的核心环节[3, 4] 无功能的 β-Catenin 在细胞过
度沉积导致细胞内游离 β-Catenin 水平升高 细胞过
度增生[5, 6]. 我们发现在转移灶中有 β-Catenin 异常表
达 而且在癌栓中明显高于原发灶和癌旁组织 参与癌

栓形成过程中多个环节: 黏附松散 脱离复发灶 到

达转移部位的增生和黏附两方面发挥作用 通过两个

途径促进肝内播散. Cyclin D1 编码基因位于11q3[7, 8]

我们发现原发灶 癌栓和癌变组织中表达不同 癌栓中

明显高于原发灶和癌旁组织. 提示Cyclin D1在原发灶形

成和肿瘤细胞转移到门脉内继续增生都有促进作用.

        β-Catenin作为WNT通路中的关键环节  并非单一
上下游的线性运行[9-11] 与其他信号通道可能相互影

响 从而形成复杂的网络效应 Gleason et al [12]人发现

WNT-1  Notch信号通路G蛋白通路之间有相互作用 提

示β-Catenin异常表达在肿瘤发展过程中有多重效应[13-15].
本研究发现HBV感染肝硬化以及门脉癌栓形成与 β-
Catenin的异常表达密不可分 可能在HBV感染或HBX

基因插入诱导肝细胞恶变过程  肝脏损伤纤维化修复

过程中有 β-Catenin或其信号传导机制的异常. 但是本
研究发现 β-Catenin 对肿瘤大小 包膜 组织类型及
分化程度的影响不大. Cyclin D1是一种弱致癌基因 与

其他癌基因关系密切[16-18] 在一些细胞种Cyclin D1本

身并无转化作用[19-21]. 但能与ras基因协同转化大鼠成纤

维细胞[22-24]. 野生型 P53蛋白的积聚可引起Cyclin D1表

达增加 Cyclin D1基因扩增和P53突变是正相关 因而

cyclin D1异常表达进一步影响肿瘤临床病理参数[25, 26]

Cyclin D1表达与乳腺癌组织类型有关[27]. 在胰腺癌研究

中 发现Cyclin D1 表达与年龄 分化程度 分期大

小 部位 淋巴结转移无关 但Cyclin D1 阴性者生

存期明显短[28, 29] 本组资料中组织类型 分化程度

癌栓形成与Cyclin D1异常表达有关 可能是Cyclin D1

苏小康, 等. β-catenin和Cyclin D1在肝癌肝内转移中的作用                                                  1363



与其他癌基因协同作用的结果. Qin et al [30]也发现肝癌

中有Cyclin D1基因扩增或过度表达 而且影响临床病

理参数.

        本结果显示β-Catenin和Cyclin D1蛋白表达与肝癌
肝内播散有关 促进门静脉癌栓形成 与部分临床病理

参数密切相关 通过WNT信号通路及细胞周期途径影

响肝癌的发展 针对上述环节的分子生物学治疗可能

会阻止门脉癌栓的形成 可以作为开展分子生物学治

疗的靶点. 但体内信号传递网络的复杂性和细胞周期调

控的精确机制不是 β-Catenin 和 Cyclin D1能完全解释
的 对信号传递和细胞周期调控的进一步研究可能会

给肝癌转移的治疗带来突破性的进展.
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Abstract
AIM: To estimate the immune responses of dendritic cells
after loaded with apoptotic hepatocellular carcinoma cells.

METHODS: IApoptosis of hepatocellular carcinoma cells
(HCCs) was induced with actinomycin–D. Interactions of
DCs and apoptotic HCCs were observed under transmission
electron microscope. Growth inhibition test of DC against
HCC lines was also performed.

RESULTS: After stimulated by apoptotic HCCs pulsed DCs,
the culture medium of primed lymphocytes contained a a
high level of Th1 cytokines IL-12 and TNF. Lymphocytes
primed by apoptotic HCCs pulsed DC were not only specific
lysis HCC lines but also K562 cells, and showed a charac-
teristic of NK cells. DCs inhibited the growth of human HCC
lines and other cancer cells.

CONCLUSION: Apoptotic HCCs pulsed DCs have a potential
prospect in research and treatment in primary hepato-
cellular carcinoma.

Guo JW, Qin LW, Cai MY, Lu TD. Immune responses of DC after loaded
with apoptotic Hepatocellular carcinoma cells. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2003;11(9):1365-1368

摘要

目的: 评价树突状细胞负载凋亡肝癌细胞后的免疫应答.

方法: 用放线菌素-D诱导肝癌细胞调亡 在体外用负载凋

亡肝癌细胞的DC诱导自身淋巴细胞 使其活化为肝癌特

异性T细胞 并用其进行杀伤实验.

结果: DC负载凋亡肝癌细胞后活化的CTL细胞分泌较高水

平Th1型细胞因子IL-12和TNF 并表现出较高的杀伤活

性 对NK 细胞敏感的靶细胞慢性髓原性白血病细胞K562

也有较强的杀伤作用 提示此CTL同时具备NK特征.

结论: 负载凋亡肝癌细胞的DC对原发性肝癌的研究和治疗

具有潜在应用价值.

郭建巍, 秦力维, 蔡美英, 吕同德. DC负载凋亡肝癌细胞后的免疫应答. 世界

华人消化杂志  2003;11(9):1365-1368

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1365.asp

0   引言

对原发性肝癌患者DC的研究表明 肝癌患者DC诱导

同种异体淋巴细胞转化的能力降低 HLA DR分子表

达下降 处于非成熟状态[1, 2]. 因为只有成熟DC才能有

效呈递抗原 激发特异性T细胞的抗肿瘤应答 所以

从健康人DC 入手使之负载肿瘤相关抗原 持续高水

平表达多种肿瘤抗原表位 并通过MHC I II 类分

子得到充分呈递 然后将这些功能正常且负载有肿瘤

抗原的致敏DC回输患者 诱导机体产生有效的抗肝癌

免疫应答 是肝癌治疗中一有效的途径.

1   材料和方法

1.1材料  rhGM-CSF(pepro tech ) rhIL-4 (pepro tech )

鼠抗人 DC 单克隆抗体[3 ]  (镇江医学院许化溪教授馈

赠) RPMI1640 (Gibco); 淋巴细胞分离液(上海试剂二

厂) 新生小牛血清(杭州四季青生物工程材料研究所)

MTT(华美生物工程公司); 放线菌素-D(Sigma) IL-12

P70 ELISA检测试剂盒(jingmei biothch); 细胞凋亡检测

试剂盒(北京宝赛生物技术有限公司) 兔抗人Fas-L多

克隆抗体(santa cruz USA) 羊抗兔-FITC标记二抗

(华美公司); 18-25岁健康志愿者; 肝癌细胞SMMC-7721

QGY-7703 HEPG-2[4] Alexander et al [5] 胃癌细

胞SGC-7901 慢性髓原性白血病细胞K562 Burkitt淋

巴瘤细胞Raji L929细胞和正常人二倍体细胞为本教

研室液氮保存. Elite-ESP 型流式细胞检测仪(beckman

coulter 公司); 激光共聚焦显微镜(Radio); 透射电镜

(Hitachi).



1366                ISSN  1009-3079   CN  14-1260/R                世界华人消化杂志   2003年 9月 15日  第 11卷  第 9期

1.2 方法  DC的体外诱导和培养(参照华西医科大学学

报  2002;33:68). 肝癌细胞凋亡的诱导和检测[6]: 在对数生

长期肝癌细胞SMMC-7721中加入放线菌素-D 10 mg/L

37 含 50 mL/L CO2的培养箱中培养24 h PBS洗涤

3次 TV液消化细胞 PBS洗涤 将细胞重悬于200 µL
binding buffer 加入10 µL AnnexinV-FITC 和 5 µL PI
轻轻混匀 4 反应 30 min. 最后加入300 µL Binding
Buffer 将细胞混合液离心 取细胞沉淀涂片 激光共

聚焦显微镜观察. 将凋亡的肝癌细胞和DC以 1 5 混

合 37 含 50 mL/L CO2的培养箱中培养4 h PBS洗

涤3次 细胞沉淀用30 g/L戊二醛及10 g/L 锇酸固定

经乙醇梯度脱水 超薄切片铅铀染色后透射电镜观察.

1.2.1 淋巴细胞培养上清中TNF和 IL-12水平测定  将

凋亡的肝癌细胞和DC以1: 5混合 37 含50 mL/L CO2
的培养箱中培养4 h 不完全RPMI1640 洗涤 3次. 将

负载凋亡肝癌细胞后的DC与自身淋巴细胞以1 5混

合后用含300KU/l基因重组IL-2的完全RPMI1640分瓶

培养 3 5 d换液 7 d 收集培养上清. 常规法检测

TNF和 IL-12.

1.2.2 DC 活化的淋巴细胞对肝癌细胞的特异性杀伤[7]

将负载凋亡肝癌细胞的DC与自身淋巴细胞以1 5混

合后用含300 KU/l 基因重组 IL-2的完全RPMI1640分

瓶培养3 5 d换液. 7 d收集活化的淋巴细胞 按3 105

1.5 105 7.5 104最终效靶比(E/T)分别为6/1 3/1

1.5/1 分别加入96 孔细胞培养板作效应细胞 靶细胞

分别为肝癌细胞SMMC-7721 QGY-7703 HEPG-2

Alexander 胃癌细胞SGC-7901 慢性髓原性白血病细

胞K562. 靶细胞浓度为5 104/ 孔. 同时设相同浓度的

效应细胞和每种靶细胞对照各3复孔.

1.2.3 DC 对肝癌细胞的生长抑制试验[8]  收集诱导7 d的

DC 分为两组 一组直接加入 96 孔细胞培养板中

另一组加LPS 10 g/L后再加入96孔细胞培养扳 每一

组DC细胞浓度分别为2 105和1 105/ 孔(效靶比分

别为2/1 1/1) 靶细胞分别为肝癌细胞SMMC-7721

QGY-7703 HEPG-2 Alexander 胃癌细胞SGC-

7901 慢性髓原性白血病细胞K562 Burkitt 淋巴瘤

细胞Raji 和正常人二倍体细胞 靶细胞浓度为1 105/

孔 同时做每种靶细胞和效应细胞对照各三复孔. 效应

细胞与靶细胞混合培养16 h 加入5 g/L MTT 10 µL继
续培养8 h. 离心培养板(2 000 r/min 10 min) 弃去上

清 每孔加DMSO 100 µL 于 570 nm处测定A值. 按
抑制率=[1-(实验孔A值 效应细胞对照孔A均值) 靶

细胞对照孔A均值] 100 %计算实验结果; 用肝癌细胞

Alexander 和胃癌细胞SGC-7901分别作靶细胞 以效靶

比10/1 5/1 2.5/1 重复以上实验 并计算抑制率.

1.2.4 DC表面Fas-L表达  常规法诱导DC 分为两组

一组于诱导7 d加入LPS 10 g/L 一组不加 37 含

50 mL/L CO2的培养箱中培养24 h PBS洗涤2次 用

40 g/L 多聚甲醛4 固定 30 min PBS洗涤 2次 加

入兔抗人Fas-L多克隆抗体100 µL 4  120 min PBS
洗涤 2 次 加入羊抗兔-FITC 二抗 100 µL 以正常
人淋巴细胞作阴性对照 4  120 min PBS 洗涤 2

次 流式细胞术检测淋巴细胞表面Fas-L表达.

2   结果

对数生长期的肝癌细胞SMMC-7721经放线菌素-D 10 g/L

处理 24 h 激光共聚焦显微镜观察 观察早期 主

要为绿色荧光 随着观察时间的延长 大部分细胞出现

红色和绿色两种荧光(图1 2).

图1  激光共聚焦显微镜下的凋亡肝癌细胞( 200).

图 2  激光共聚焦显微镜下的凋亡肝癌细胞( 1 000).

        将凋亡的肝癌细胞和DC共同培养后 透射电子显

微镜观察发现 DC 伸出伪足捕捉凋亡的肝癌细胞及

其碎片 有的DC 胞质中可见电子密度较高的物质

推测可能为吞噬的凋亡肝癌细胞及其碎片(图3).

图3  扫描电镜下DC捕捉凋亡的肝癌细胞( 5 000).
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        负载凋亡肝癌细胞DC活化的CTL细胞( 效靶比6

1-1.5 1)对各种肝癌细胞均有不同程度的杀伤作用(图

4 效靶比 6 1) 杀伤效果明显高于非特异性淋巴

细胞对照.

图4  抗原特异性T细胞对各种肝癌细胞的杀伤作用.

        效靶比为1 1时 诱导7 d的DC对4种肝癌细胞

和胃癌细胞均有不同程度抑制作用(抑制率22.8-49.2 %)

但不抑制正常人二倍体细胞生长. 加入LPS后 DC对

4种肝癌细胞和胃癌细胞的抑制减弱. 随着效靶比增加

为 2.5 1 5 1 和 10 1 时 诱导 7 d 的 DC 对肝

癌细胞和胃癌细胞的抑制作用逐渐增加(图5).

图5  DC对肿瘤细胞的抑制作用.

图6  LPS作用前后DC表面Fas-L表达.

        流式细胞术检测DC表面Fas-L表达 结果表明经

LPS作用后 DC表面Fas-L的表达略低于诱导7 d未处

理DC 平均荧光强度分别为3.29和 6.04(N =3 图6 ).

3   讨论

DC在成为有效抗原呈递细胞之前必须经历一个成熟过

程. 研究表明 未成熟的DC可吞噬凋亡和坏死的肿瘤

细胞 而只有坏死肿瘤细胞才可诱导DC的成熟. 成熟

DC表达DC特异性标志CD83 与溶酶体相连的膜糖

蛋白(LAMP) 及共刺激分子CD40 和 CD86 并可激

活CD4+T和CD8+T细胞. 非成熟DC吞噬ACTS 并与

MHCI II 类分子相结合 在坏死肿瘤细胞或其培养

上清 或标准的促成熟分子(IL-6 IL-1P TNF-

PGE2)和单核细胞条件培养基(MCM)提供的成熟信号作

用下成熟 此DC称为交叉呈递DC(cross presenting DC

CPDC) CPDC 将肿瘤肽提呈给T细胞 以激发免疫

应答[9].

        非成熟HLA-A2+DC负载凋亡的HLA-A2- MEL-

397 黑色素瘤细胞 不能诱导DC 的成熟 在 IL-6

IL-1B TNF- PGE2 作用下负载凋亡MEL-397

的DC自然成熟. 经CPDC作用后产生的自身CD8+ CTL

经源于MelanA/MART1 和MAGE-3 (被MEL397细胞表

达)HLA-A2结合肽刺激后可产生肿瘤坏死因子(TNF); 经

酪氨酸酶HLA-A2 结合肽(MEL-397不表达)刺激后不

产生TNF 用CPDC产生的CTL可有效溶解HLA-A2+

MEL-256黑色素瘤细胞 而非成熟DC与肽产生的CTL

几乎无溶解能力. 预示: 负载凋亡黑色素瘤细胞的成熟

DC可成为黑色素瘤治疗的另一手段 [10]. 用 IV期黑色素

瘤患者外周血DC负载经放线菌素D处理24 h的自身凋

亡肿瘤细胞 在含60 KU/L IL-2 的培养基中 用负

载黑色素瘤凋亡小体(MABS)的DC每周诱导一次 诱导

3 次后产生的效应 T 细胞可分泌高水平的 I F N - r

(ELISPOT) 镜检证实DC吞噬有MABS 此T细胞为Th1
型[11]. 用HLA-A2+健康志愿者外周血中非成熟DC负载

头颈部鳞状细胞癌PCI-13 细胞ATCS 非成熟DC和

ATCS作用后2-18 h用流式细胞术和共聚焦显微镜可检

测到ATCS被非成熟DC摄取 当非成熟DC在细胞因

子作用下成熟后 其摄取ATCS的能力下降. 负载ATCS

的DC诱导CD8+CTL的能力远远强于单独肿瘤细胞或负
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载肿瘤细胞的DC[6].

        以上述理论和实验为基础 我们用DC负载凋亡的

肝癌细胞 在体外诱导自身淋巴细胞使其活化为肝癌

特异性T细胞 活化后的CTL细胞分泌较高水平的Th1

型细胞因子 IL-12 和 TNF 并表现出较高的杀伤活

性 对NK 细胞敏感的靶细胞慢性髓原性白血病细胞

K562 也有较强的杀伤作用 提示此CTL同时具备NK

特征. 预示用DC负载凋亡的肝癌细胞对原发性肝癌的

研究和治疗也具潜在应用价值. 我们认为 负载调亡肝

癌细胞的DC最终通过激发机体的免疫系统 诱导机

体产生肝癌特异性CTL而发挥作用. 以此作为主线 至

少联合3种以上机制 抑制杀伤肝癌细胞. 首先 DC

通过吞噬和Fas/Fas-L途径 抑制肝癌细胞的生长; 其

次 负载调亡肝癌细胞的DC诱发的CTL 识别并杀伤

部分肝癌细胞; 再次 肝癌特异性CTL分泌的 IFN-γ
IFN-α等细胞因子 以非杀伤性方式直接或间接地抑
制肝癌细胞生长繁殖. 上述三种机制相辅相成 互为条

件 共同发挥作用.
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Abstract
AIM: To observe the role of TRAIL in inducing apoptosis of
SMMC-7721 cells.

METHODS: The survival fraction of SMMC-7721 cells was
measured by MTT assay; Apoptosis rate was determined
by TUNEL method and the ultramicrostructure of apoptosic
cells induced by TRAIL was observed by electron-microscopy.

RESULTS: The role of TRAIL in survival fraction and apoptosis
rate demonstrated a good relationship and the typic structure
of apoptosic cells was foud in some cells treated by TRAIL.

CONCLUSION: TRAIL can induce apoptosis in SMMC-7721
cells.
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摘要

目的: 观察TRAIL诱导肝癌SMMC-7721细胞凋亡的作用.

方法: 采用MTT 法检测细胞存活分数; TUNEL 法检测细胞

凋亡率;  流式细胞仪检测细胞凋亡和细胞周期; 电镜观察凋

亡细胞超微结构.

结果: TRAIL对SMMC-7721细胞的存活分数和凋亡率的

影响呈典型的量效关系 经TRAIL作用后的细胞 流式

细胞仪检测呈标准的亚二倍峰 电镜观察发现经TRAIL作

用的部分细胞具有凋亡细胞的典型形态特征.

结论: TRAIL可诱导SMMC-7721细胞凋亡.
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0   引言

肿瘤坏死因子相关的凋亡诱导配体(TNF-related apoptosis-

inducing ligand TRAIL)基因是Wiley小组于1995年最

早克隆和命名的 为TNF家族成员[1]. 近年来 人们

发现其可以诱导肿瘤细胞凋亡 对正常细胞的影响却

很少 因而受到了国内外学者的广泛重视[1, 2]. 在本文

中 我们研究了TRAIL诱导肝癌SMMC-7721细胞凋亡

的作用.

1   材料和方法

1.1 材料  可溶性TRAIL蛋白(氨基酸114-281 带六

聚组氨酸尾)由本实验室生产; MTT购自上海生物工程技

术公司; TUNEL 原位凋亡检测试剂盒购自罗氏公司;

RPMI1640培养基购自Sigma公司; 肝癌细胞株SMMC-

7721由本实验室保种.

1.2 方法  细胞培养: SMMC-7721细胞培养于含100 mL/L

灭活的小牛血清 100 kU/L青霉素和链霉素的RPMI1640

的培养液中 培养条件为37 50 mL/L CO2 饱

和湿度 每2-3 d 用 2.5 g/L 胰酶消化 以1 3-1 5

传代. MTT法测细胞存活分数[3] : 以2.5 g/L胰蛋白酶消化细

胞 用含50 mL/L 小牛血清的RPMI1640配成单个细胞悬

液 按每孔3 103 个细胞接种于96孔板 每孔终体积

为200 µL CO2孵箱内培养2-3 d后按50 µg/L 150 µg/L
500 µg/L 1 500 µg/L 5 000 µg/L 的剂量分别给予
TRAIL 对照组给予同体积的PBS 药物作用24 h. 测

值前4 h每孔加20 µL 5 g/L MTT 孵育后吸去孔内上
清 每孔加150 µL DMSO 振荡 10 min 酶联免疫
检测仪测A570值. 细胞存活分数(survival fraction)=实验

组A570/对照组A570 100 %. 实验重复3次 取平均值.
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TUNEL法检测TRAIL对 SMMC-7721细胞凋亡率的影

响: 将无菌的盖玻片置于六孔板中 每孔一片. 取对数生

长期细胞以2.5 g/L胰蛋白酶消化细胞 用含100 mL/L

小牛血清的RPMI1640细胞培养液配成单个细胞悬液 稀

释成5×108/L. 取 0.5 mL滴于盖玻片上 37 50 mL/L
CO2 饱和湿度下孵育 2 h 后 每孔加培养液 2 mL

次日 每孔加入不同浓度(剂量同MTT法)的TRAIL. 24 h

后 按 TUNEL 试剂盒说明操作 DAB 显色后 高倍

镜(400×)下随机数200个细胞 记下凋亡细胞数和未凋
亡细胞数 共数5个视野. 细胞凋亡率(apoptosis rate)= 凋

亡细胞数/(凋亡细胞数+未凋亡细胞数)×100 %. 流式细
胞仪测定TRAIL对SMMC-7721细胞的凋亡率和细胞周

期的影响: 按0 µg/L(对照组) 200 µg/L(T1组) 400 µg/L
(T2组)给予TRAIL 24 h 后收集不同浓度药物处理组

的细胞 PBS 漂洗 2次 750 mL/L 冷乙醇固定24 h

PI 染色后 用流式细胞仪检测细胞周期和凋亡率. 电

镜: 待 SMMC-7721 细胞长至对数生长期 取两瓶细

胞 分别加100 µg/L 的 TRAIL 和同体积的PBS 作
用24 h后 常规胰酶消化细胞 PBS洗2次 30 g/L的

戊二醛固定后送检.

2   结果

2.1 TRAIL对肝癌SMMC-7721细胞存活分数的影响

TRAIL 作用于肝癌SMMC-7721 细胞 24 h 细胞的存

活分数从50 µg/L 的 89.1 %降至5 000 µg/L 27.2 % 存
在较好的量效关系.

2. 2 TRAIL 对肝癌 SMMC-7721 细胞凋亡率的影响

TRAIL能明显诱导SMMC-7721 细胞凋亡 存在较好

的量效关系 见图1.

图1  TRAIL对肝癌SMMC-7721细胞凋亡率的影响.

2.3 TRAIL对SMMC-7721细胞的凋亡率和细胞周期的

影响  400 µg/L的 TRAIL作用于SMMC-7721细胞 可
见明显的亚二倍峰形成 TRAIL还可使S期细胞的比例

增加 G2M期细胞的比例减少 结果见表1.

2.4 电镜  未经处理的SMMC-7721细胞 胞膜微绒毛

和伪足多见 核大 核内有多个核仁(图1A). 经 TRAIL

作用后的细胞 胞膜微绒毛和伪足减少 线粒体空泡

化(图1B) 核浓缩 碎裂(图1C) 凋亡小体形成(图1D).

表1  TRAIL对SMMC-7721细胞细胞周期和凋亡率的影响

    细胞周期
分组 TRAIL剂量(µg/L)     凋亡率(%)

      G0/G1   S G2M
对照组     0       0.39 0.08 0.53      0.72

T1组 200       0.47 0.28 0.25     19.31

T2组 400       0.30 0.45 0.25     23.83

A  未处理细胞, 胞膜微绒毛和伪足多见, 核大 核内有多个核仁.
B  经 TRAIL作用后的细胞线粒体空泡化.
C  经TRAIL作用后的细胞, 胞膜微绒毛和伪足减少, 核浓缩 碎裂.
D  经 TRAIL作用后的细胞, 胞膜微绒毛和伪足减少, 凋亡小体形成.

3   讨论

TRAIL 是 TNF家族成员 有五种受体即DR4 DR5

DcR1 DcR2和OPG. TRAIL与DcR1 DcR2和OPG结
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合不能诱导细胞凋亡 但与DR4 DR5结合可导致细

胞凋亡[4-20]. 我们以前曾证实TRAIL 对结肠癌细胞系

SW480有杀伤作用[21]. 本研究我们发现TRAIL 可以诱导

SMMC-7721细胞凋亡. 经TRAIL作用后的SMMC-7721

细胞经流式细胞仪检测 出现典型的亚二倍峰 该峰

的出现是凋亡的特征之一[22]. 此外 我们的电镜结果发

现 经TRAIL 作用后的细胞 胞膜微绒毛和伪足减

少 核浓缩 碎裂 凋亡小体形成 具有凋亡细胞的典

型形态特征. 因此 我们有充足的证据表明TRAIL 是

通过诱导细胞凋亡的方式起抗肿瘤作用的. TRAIL诱导

的细胞凋亡涉及线粒体膜电位的改变 线粒体释放细

胞色素C [8-10 23-26] 而我们用电镜观察到经TRAIL作

用后的SMMC-7721 细胞线粒体空泡化 这种功能和

形态的变化有可能存在一定的联系. 流式细胞仪的结果

表明TRAIL可使 SMMC-7721细胞G2M期细胞的比例

减少 证实TRAIL 可能有抑制细胞增生的作用 S期

为细胞的DNA合成期 TRAIL 为什么使SMMC-7721

细胞 S 期细胞的比例增加 值得进一步研究.

        早期的研究发现TRAIL诱导细胞凋亡有很高的选

择性 即仅诱导被病毒感染的细胞 转化细胞和肿瘤细

胞凋亡 对正常细胞的影响很小 [1 ,  2].  最近人们发现

TRAIL可诱导正常肝细胞凋亡 但caspase-9的抑制剂

Z-LEHD-FMK 可以保护正常人的肝细胞 而不影响

TRAIL对一些肿瘤细胞的杀伤作用 可能与TRAIL诱

导不同的细胞凋亡存在不同的传导通路有关[27]. 我们发

现TRAIL可诱导肝癌细胞凋亡 并提示可能与线粒体

通路有关.
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Abstract
AIM: To study quantitatively the ultrastructure characteristics
and the change order of mitochondrion in colorectal carcinoma,
colorectal adenoma and normal colorectal mucosa with
stereological methods. Moreover their major approaches
of energy metabolism.were clarified.

METHODS: The specimens of 8 colorectal adenocarcinomas,
8 colorectal adenomas and 8 normal colorectal mucosae
were obtained from the surgical resections and colonoscopy.
Photographs were randomly taken in transmission electron-
microscope according to stereology, and then the parameters
were calculated in mitochondrion in glandulose epithelia
cells involving volume density (Vv), surface density (Sv),
numerical density (Nv), mean free distance of components
(λ), form factor PE (PE), improved form factor PE (pe),
regular form factor (RFF), average volume (v) and average
surface area (s) refering in cytoplasma. Their difference.
was compared.

RESULTS: The comparison between colorectal adenocarcinoma,
colorectal adenoma and normal colorectal mucosa at the
mitochondrion was performed to reveal the significances
in Sv,Nv,pe,REF (The value of F-test was 0.0 438,0.0 184,
0.0 488, 0.0 114, respectively, P <0.05).

CONCLUSION: The hyperplasia in the mitochondrion of
colorectal adenoma is evidently. The amount is decreased
in the mitochondrion of colorectal adenocarcinoma.

Wu ZR, Shen H. Quantitative ultrastructure of mitochondrion in colorectal
carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(9):1372-1374

摘要

目的: 利用体视学方法 定量研究大肠腺癌 腺瘤及正常

黏膜上皮线粒体的超微结构特点和变化规律并阐明其能量

代谢的主要途径.

方法: 手术大肠腺癌8例 肠镜大肠腺瘤8例 大肠癌患

者正常黏膜8例. 按体视学原理和方法在电镜下随机摄片

以胞质为参照空间 测试腺上皮细胞中线粒体的体积密度

(Vv) 表面积密度(Sv) 数密度(Nv) 平均自由程( ) 形

状因子(PE) 改良形状因子(pe) 规化形状因子(RFF) 平均

体积(v)及平均表面积(s) 比较这些参数在不同组织间的差异.

结果: 大肠腺癌 腺瘤和正常黏膜三组间比较 参数Sv

Nv pe REF值组间差异有显著性(F值分别为0.0 438

0.0 184 0.0 488 0.0 114 P <0.05).

结论: 大肠腺瘤线粒体增生明显 较腺癌和正常组织增

大 大肠腺癌癌细胞线粒体减少.

吴正蓉, 申洪. 大肠肿瘤组织线粒体形态结构定量研究. 世界华人消化杂志

2003;11(9):1372-1374

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1372.asp

0   引言

大肠癌是人类主要恶性肿瘤之一 近几年来在我国特

别是大城市有上升的趋势 并已成为我国最为常见和

危害性严重的恶性肿瘤. 然而从三维水平对大肠癌超微

结构进行系统的定量研究 尚未见报道[1-3]. 我们用体

视学方法 从三维超微水平对8例大肠腺癌 腺瘤及其

正常黏膜上皮细胞中的线粒体进行了定性观察与定量

研究 为讨论其功能和形态结构变异提供定量依据.

1   材料和方法

1.1 材料  南方医院外科手术切除的和消化内科肠镜活

检的大肠腺癌和腺瘤大体病检标本各8例 同时取大肠

癌患者的自身正常大肠黏膜 所有标本均按透射电镜

生物样品常规处理 随机取材 常规电镜制样[4]. 每例

组织各包埋3-5块 每块经瑞典LKB-V型超薄切片机

切片 制铜网 2 个.

1.2方法  在JEM1200-EX型透射电镜下观察 摄片. 超

薄切片前先行半薄切片确定取材部位与诊断是否相符

并明确癌 瘤及正常黏膜细胞在切片中的部位. 在电镜

下对观测目标随机确定视野并摄片. 腺癌组和腺瘤组每

例标本随机取10个视野 正常组每例标本取20个视



野 腺癌组和腺瘤组各摄片80张 正常组摄片160张

放大倍数统一为8 000倍. 按体视学原理 线粒体三维体

视学参数的分析以每例标本中的所有照片为一个样本

线粒体平面形状分析以每个线粒体为基本样本单位[5].

采用 Imagepro 图像分析软件进行测试 将电镜底片用

扫描仪AGFA DuoScan HiD输入计算机 然后将其反转

成照片格式并在交互式操作方式下通过光标分别勾描

每幅照片的线粒体 测试其周长 面积 圆度 长轴及

短轴 同时测试每幅照片的面积[6]. 以每幅照片中所洗

印出的尺度标刻对图像分析软件中的象素进行标定[7].

选用的体视学参数有: 体积密度(Vv ) 表面积密度

(Sv) 平均自由程( ) 数密度(Nv) 平均体积(v)和

平均表面积(s); 此外还有平面形态参数: 正常线粒体

空泡化线粒体及全部线粒体的形状因子(PE) 改良形状

因子(pe= 1/PE 1.064)和规化形状因子(RFF) [8]. 按体视

学公式计算出参数值(实用生物体视学技术. 广州: 中山大

学出版  1991: 64) 密度参数的参照空间为细胞质[9].

        统计学处理  采用SPSS10.0统计软件包 对线粒体

的有关参数值分别进行单因素方差分析和多组间两两

比较LSD-t检验  P <0.05为差异具有显著性.

2   结果

大肠腺癌癌细胞线粒体肿胀 数量较少 形态较大偏

圆形(图1); 腺瘤细胞线粒体数量较多 形态较接近正常
(图2). Vv Sv 和Nv值腺瘤组大于正常组大于腺癌组

Sv和Nv值组间差异有显著性(P <0.05) Vv 值组间差
异接近显著性水平(P 0.087); 腺瘤组小于正常组小
于腺癌组 组间差异接近显著性水平(P =0.054); v s
值腺癌组大于腺瘤组大于正常组 但组间差异无显著
性(P >0.05); 在多组间两两比较中 Vv Sv 值是腺癌
组与腺瘤组差异有显著性(P <0.05) 和Nv是腺癌组
与腺瘤组及腺癌组与正常组差异均有显著性(P <0.05)
v s值各组两两比较差异均无显著性. 平面形态定量参
数比较: PE和RFF值腺癌组小于腺瘤组小于正常组 pe

值相反 pe RFF值组间差异有显著性(P <0.05); 在多

组间两两比较中 PE pe RFF值腺癌组与正常组组

间差异均有显著性差异(P <0.05) 但差值不大 (表 1).

图1  大肠腺癌癌细胞线粒体.

图2  大肠腺瘤腺瘤细胞线粒体.

3  讨论

大肠腺癌 大肠腺瘤和正常大肠黏膜组织的形态结构

不同 在超微结构上也存在明显差别[10, 11]. 体视学可通

过多个体视学参数从量化角度反映有关组织和细胞的

三维结构特征 从而对不同形态结构的组织和细胞进

行定量描述和鉴别[12-26]. 以往对大肠癌线粒体超微结构

表1  大肠腺癌 腺瘤及正常组织间线粒体结构定量测试结果( sx ± )

      比较组间 P值
参数 单位 腺癌(1) 腺瘤(2)      正常(3)

(1)(2)(3)a                 (1)(2)b                 (1)(3)b                   (2)(3)b

Vv          0.0273±0.0 188     0.0 535±0.0 244 0.0 407±0.0 216 0.08 743                 0.029                  0.229                   0.265

Sv              µm-1          0.3063±0.2 048     0.6 761±0.3 231 0.5 637±0.2 861   0.0 438                 0.017                  0.074                   0.436

λ              µm          17.053±9.1 898     8.1 765±7.193 8.9 317±5.4 593   0.0 538                 0.032                  0.041                   0.847

Nv              µm-3         0.2 492±0.1 566     0.6 316±0.3 405 0.6 056±0.2 877   0.0 184                 0.012                  0.015                   0.853

v             µm3         0.1 203±0.0 747        0.096±0.042 0.0 679±0.0 986      0.138                 0.361                    0.05                   0.291

S             µm2         1.2 925±0.5 058     1.1 518±0.2 977 0.9 335±0.0 893      0.137                  0.44                    0.05                   0.235

PE            0.814±0.1 101     0.8 211±0.1 187 0.8 235±0.1 079   0.0 612                 0.095                  0.018                   0.441

pe          1.1831±0.2 239     1.1 788±0.2 495   1.167±0.204   0.0 488                 0.617                  0.045                   0.052

RFF         0.9 281±0.0 389        0.931±0.0 394       0.9 323±0.0 377   0.0 114                 0.052                  0.003                   0.234

a 表示 F检验 b 表示多组间两两比较LSD-t检验.
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的研究为定性观察 国内外学者注意到癌细胞中线粒

体数量较少 形态常较大 多数肿胀 嵴减少或断裂 甚

至消失 有不同程度的变性 部分线粒体呈空泡状[27, 28].

我们在前人研究结果的基础上 通过定量测试和分析

从三维水平和量化角度揭示了大肠腺癌线粒体超微结

构的定量改变特点 不仅如此 我们还发现大肠腺瘤线

粒体的超微结构定量改变不是减少而是增多 表现在

线粒体的体积密度 表面积密度和数密度均较正常黏

膜上皮及腺癌增多. PE和RFF值腺癌组小于腺瘤组小

于正常组 pe值相反且pe RFF值组间差异有显著性

说明了腺癌细胞较腺瘤细胞较正常上皮细胞线粒体形

态更不规则 更加偏离圆的特点. 同时体视学参数平均

体积和平均表面积是腺癌组大于腺瘤组大于正常组

在多组间两两比较中腺癌组与正常黏膜组比较 P =0.05.

这定量表述了癌细胞线粒体肿胀 嵴膜面积减小 嵴变

的短而少的形态结构变化特点. 表示粒子的离散程度

其值越大粒子越分散 越小粒子越密集. 本研究腺癌组

大于正常组大于腺瘤组 且差值悬殊 腺瘤组 值最

低 说明腺瘤中线粒体成密集增生状态.

        细胞器在生物新陈代谢的过程中起着重要的作用

其形态结构与功能有着紧密的联系. 我们的结果表明线

粒体的体积密度 表面积密度和数密度均表现为腺瘤

组大于正常组大于腺癌组 且差值明显 腺瘤组和腺癌

组差值约在一倍左右. 根据体积密度 表面积密度和数

密度参数定义可知癌细胞中单位体积细胞质中线粒体

的膜面积和数目明显减小 导致癌细胞线粒体的生物

氧化产能的结构基础相对下降 氧化代谢减弱. 人们已

认识到癌细胞糖的能量代谢以无氧酵解为主[29, 30] 我

们同意这一结论. 不仅如此我们还认为 造成癌细胞的

糖代谢以无氧酵解为主的根源是癌细胞中线粒体的相

对体积 相对表面积及相对数量的减少 这是癌细胞

有氧代谢产能障碍后能量代谢代偿的自然选择. 腺瘤细

胞单位体积细胞质中线粒体的膜面积和数目明显增

大 且呈密集增生状态( 值最低) 表明腺瘤的能量

代谢非常旺盛 且其能量代谢应该以有氧代谢为主而

不是以无氧酵解为主并且其能量代谢较腺癌和正常组

织更为活跃.

4     参考文献
1 Yi PY, Yang GH, Tan YS. Nuclear morphometric analysis of

colorectal adenocarcinoma and its clinicopathologic
significance. Zhonghua Binglixue Zazhi  1994;23:141-143

2 Ikeguchi M, Sakatani T, Endo K, Makino M, Kaibara N. Com-
puterized nuclear morphometry is a useful technique for
evaluating the high metastatic potential of colorectal
adenocarcinoma. Cancer  1999;86:1944-1951

3 Carson HJ, Buschmann RJ, Cintron J, Weisz-Carrington P.
Prognostic histomorphometry in colorectal adenocarcinoma.
Anal Quant Cytol Histol  1995;17:109-112

4 丁晓平, 申洪. 大肠癌体视学定量及取材方向对其影响的研究. 临
床肿瘤学杂志  2000;5:5

5 申洪. 大肠癌体视学诊断参数分析. 实用肿瘤杂志  1991;6:33
6 Van Hensbergen Y, Luykx-de Bakker SA, Heideman DA, Meijer

GA, Pinedo HM, van Diest PJ. Rapid stereology based quan-
titative immunohistochemistry of dendritic cells in lymph
nodes: a methodological study. Anal Cell Pathol  2001;22:143-149

7 丁晓平, 申洪. 病理组织结构定量的显微测试网格与图像分析仪
测试的比较. 中国体视学与图像分析  1999;4:102-105

8 丁晓平, 申洪. 大肠癌的体视学定量诊断研究. 中国体视学与图
像分析  1999;4:219-225

9 Shen H. Regular form factor. A new concept and calculating
method for quantitative form description. Anal Quant Cytol
Histol  2000;22:453-458

10 王风安, 闫庆辉, 郝民和, 廖海鹰, 张玉印, 薄贻康, 李相印, 王莉. 大肠
癌不同部位扫描电镜观察及其临床意义. 武警医学  1999;10:5-8

11 张洁波, 郁宝铭. 大肠癌及其癌前病变定量形态学研究. 上海医
学  1995;18:686-689

12 丁晓平, 申洪. 定量病理学技术在大肠癌研究中的应用进展. 中
国体视学与图像分析  1998;3:114-120

13 Mariuzzi GM, Collan YU. Some reflections on the history, and
presence of quantitative pathology. Pathologica  1995;87:215 -220

14 Glaser JR, Glaser EM. Stereology, morphometry, and mapping:
the whole is greater than the sum of its parts. J Chem Neuroanat
2000;20:115-126

15 杨兴龙, 申洪. 鼻咽癌形态学发生发展的体视学定量研究. 第四
军医大学学报  2001;10:0936-0938

16 杨兴龙, 申洪, 宗永生. 鼻咽癌及癌旁组织的超微结构形态定量.
第四军医大学学报  2001;22:1599-1602

17 过贵元, 张忠, 吴生泉, 申洪. 大鼠实验性视网膜缺血组织中线粒
体的表面积密度及其动态研究. 中国体视学与图像分析  2002;
7:36-48

18 Nyengaard JR. Stereologic methods and their application in
kidney research. J Am Soc Nephrol  1999;10:1100 -1123

19 Geuna S. Appreciating the difference between design-based
and model-based sampling strategies in quantitative morphology
of the nervous system. J Comp Neurol  2000;427:333-339

20 Meijer GA, Meuwissen SG, Baak JP. Classification of colorectal
adenomas with quantitative pathology. Evaluation of
morphometry, stereology, mitotic counts and syntactic struc-
ture analysis. Anal Cell Pathol  1995;9:311-323

21 Gil J, Wu H, Wang BY. Image analysis and morphometry in
the diagnosis of breast cancer. Microsc Res Tech  2002;59:109-118

22 Zaitoun AM, Al Mardini H, Awad S, Ukabam S, Makadisi S,
Record CO. Quantitative assessment of fibrosis and steatosis
in liver biopsies from patients with chronic hepatitis C. J Clin
Pathol  2001;54:461-465

23 Ikeguchi M, Cai J, Oka S, Gomyou Y, Tsujitani S, Maeta M,
Kaibara N. Nuclear profiles of cancer cells reveal the meta-
static potential of gastric cancer. J Pathol  2000;192:19-25

24 Howard CV. Quantitative microscopy in studies of intrauter-
ine growth retardation. J Pathol  1997;183:129-130

25 Ishikawa F, Saito N, Koda K, Takiguchi N, Oda K, Suzuki M,
Nunomura M, Sarashina H, Miyazaki M. Nuclear morpho-
metric analysis of T2 lesions of the rectum-a simple, repro-
ducible method for predicting malignancy potential. Am J
Surg  2002;183:686-691

26 Donois E, del Marmol V, Taieb A, Ghanem G, Surleve-Bazeille
JE. Quantification of eumelanin and pheomelanin: stereologic
image analysis method. Anal Quant Cytol Histol  1998;20:275-287

27 陈通, 张子强, 尹利佳, 朱有法, 石元和, 沈祥骥. 大肠癌超微结构
的观察. 实用肿瘤杂志  1989;4:84-86

28 彭麟, 刘建伟, 王鸿烈, 任宏造. 人大肠黏膜上皮和大肠癌细胞超
微结构的对比观察. 中华肿瘤杂志  1985;7:271-273

29 陈珂, 螘国铮, 胡闻, 涂景林. 大肠癌酶细胞化学及电镜观察. 肿
瘤防治研究  1995;22:218-221

30 苗德林, 易永芬, 黄幼蓉, 程本宽, 李维信. 大肠癌生物学行为的
初步研究-有关酶组织化学与超微结构的观察. 肿瘤  1987;7:
155-157

1374               ISSN  1009-3079   CN  14-1260/R                世界华人消化杂志   2003 年 9月 15日  第 11卷  第 9期



World Chin J Digestol  2003 September;11(9):1375-1377
世界华人消化杂志 ISSN  1009-3079  CN 14-1260/R

2003 年版权归世界胃肠病学杂志社

P.O.Box 2345 Beijing 100023, China
Fax: +86-10-85381893
Email: wcjd@wjgnet.com  www.wjgnet.com

• 大肠癌 COLORECTAL CANCER •

IL-4增强IL-2活化的A-NK细胞对人直肠癌CC95的
抗肿瘤作用

王志华, 申宝忠, 史   历

王志华, 史历, 哈尔滨医科大学肿瘤研究所  黑龙江省哈尔滨市  150040
申宝忠, 哈尔滨医科大学第三临床医学院  黑龙江省哈尔滨市  150040
王志华, 男, 1951-03-05生, 黑龙江省哈尔滨市人, 汉族, 1978年毕业于哈
尔滨医科大学, 研究员, 主要从事肿瘤免疫学和肿瘤分子生物学研究.
国家自然科学基金课题, No.39270765
黑龙江省重点攻关课题, No.G00C190401
项目负责人: 王志华, 150040, 黑龙江省哈尔滨市南岗区哈平路150号, 哈
尔滨医科大学肿瘤研究所.  hljwzh@163.com
电话: 0451-2620314    传真: 0451-6665003
收稿日期: 2002-12-10    接受日期: 2002-12-26

IL-4 enhances antitumor effect of IL-2
induced A-NK Cells on human colon
carcinoma

Zhi-Hua Wang, Bao-Zhong Shen, Li Shi

Zhi-Hua Wang, Li Shi, Cancer Research Institute, Harbin Medical
University, Harbin 150040, Heilongjiang Province, China
Bao-Zhong Shen, The Third College of Clinical Mediccine, Harbin Medical
University, Harbin 150040, Heilongjiang Province, China
Supported by the National Natural Science Foundation of China, No.
39270765 and the Key Programs of Foundation of Heilongjiang
Province, No.G00C190401
Correspondence to: Dr Zhi-Hua Wang, Cancer Research Institute, Harbin
Medical University, 150 Haping Road, Harbin 150040, Heilongjiang
Province, China.  hljwzh@163.com
Received: 2002-12-10    Accepted: 2002-12-26

Abstract
AIM: Using IL-4 combined with IL-2 to induce A-NK cells
and to evaluate the cytotoxicity of A-NK cells and its inhibiting
effect on colon tumor growth.

METHODS: The A-NK cells were activated with recombinant
lymphokine IL-2 combined IL-4, the cytotoxicity of the effector
cells was determined by LDH-L release assay. Its antitumor
effect was investigated through growth inhibiting of human
colon carcinoma cells in nude mice.

RESULTS: IL-2 alone or combined with IL-4 could induce
the activity of A-NK cells successively which could kill K562,
Anip973 and CC95 tumor cells in vitro by LDH-L release
assay (39.00 ± 9.16 vs 77.68 ± 12.80, 43.10 ± 10.05 vs
80.02 ± 13.74, 42.14 ± 9.72 vs 79.10 ±12.65, P <0.01)
and inhibit the growth of human colon carcinoma cells in
nude mice (1.04 ± 0.15 vs 0.62 ± 0.16, P <0.01).The results
suggested that there was expression of IL-4 receptor on
the surface of A-NK cells.

CONCLUSION: IL-4 can enhance the antitumor activity of
IL-2 induced A-NK cells. The method may have some potential
application value in human cancer treatment.

Wang ZH, Shen BZ, Shi L. IL-4 enhances antitumor effect of IL-2 in-
duced A-NK Cells on human colon carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua

Zazhi  2003;11(9):1375-1377

摘要

目的: 用IL-4联合IL-2共同诱导A-NK细胞 研究A-NK

细胞体外细胞毒性及对直肠肿瘤生长的抑制作用.

方法: 用基因重组的IL-2和IL-4联合活化A-NK细胞 用

LDH-L释放法测定效应细胞的细胞活性 同时观察A-NK

细胞对人直肠癌细胞在裸鼠体内的生长抑制作用.

结果: IL-2单独或IL-2联合IL-4均可以诱导A-NK细胞

但二者联合效果更好 通过LDH-L测定活化的A-NK细胞

可在体外杀伤K562 Anip973和CC95细胞(39.00±9.16 vs
77.68±12.80  43.10±10.05 vs  80.02±13.74  42.14±9.72
vs 79.10±2.65 P <0.01) 抑制人直肠癌肿瘤在裸鼠体内
的生长(1.04±0.15 vs  0.62±0.16 P <0.01) 提示A-NK
细胞膜表面存在IL-4受体的表达.

结论: IL-4能够增强IL-2诱发的A-NK细胞抗肿瘤活性

此方法在将来肿瘤临床治疗中具有潜在的应用价值.

王志华, 申宝忠, 史历. IL-4增强 IL-2活化的A-NK细胞对人直肠癌CC95

的抗肿瘤作用. 世界华人消化杂志  2003;11(9):1375-1377
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0   引言

A-NK细胞(activated natural killer cell)具有独特的生物

学特性 与常规LAK或NK细胞相比有更好的抗肿瘤作

用[1-6]. 目前 国际上A-NK细胞诱导和活化多采用IL-2

单独进行[7-11]. 我们分别应用IL-2单独或IL-2和IL-4联

合诱导A-NK细胞 观察了该细胞体外细胞毒活性和对

直肠裸鼠体内移植癌的抑制作用. 结果提示应用IL-2和

IL-4联合诱导的比较IL-2单独诱导的A-NK细胞具有

更高的抗肿瘤效果.

1   材料和方法

1.1 材料  RPMI1640培养液来自Gibco公司; LDH-L试

剂盒从中国科学院上海生化研究所购买; 基因重组白介

素2(rIL-2)是卫生部长春生物制品研究所的产品; rIL-4

从日本Nipro 公司购买;  K562 人红白血病细胞株由

日本北海道大学惠赠; 人肺腺癌细胞株(Anip973)和直肠

癌细胞株CC95由本所建立; Balb/c 裸鼠 5-6周

龄 从中国医学科学院动物部获得 在无病原微生物的

洁净条件下实验; RPMI1640培养液含100 mL/L 小牛血
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清(BCS)用于肿瘤细胞培养; 培养人A-NK细胞的RPMI

1 640加入100 mL/L的人AB型血清;  两种细胞均在37 

50 mL/L CO2培养箱中培养.

1.2 方法  常规分离脾细胞 用尼龙毛柱法去除单核细胞

后 用含有100 mL/L人AB血清的RPMI 1640调整细胞浓

度为2×108/mL . 将细胞悬液分3组移至培养板中 第1组
不加细胞因子 即脾细胞; 第2组 单独加IL-2 (500 kU/L)

诱导; 第 3组 加入IL-2 (500 kU/L)和 IL-4 (500 kU/L)

联合诱导. 连续培养3 d后用于实验. 效应细胞的细胞毒

性采用LDH-L释放测定法. 三种靶细胞(K562 Anip973

CC95 各 108/L)悬液分别加入96孔板 每孔100 µL
效应细胞依不同的效靶比例加入.

        %特异溶解=(实验溶解 cpm-自发溶解cpm)/ (最大

溶解cpm-自发溶解cpm) 100 %

        将人直肠癌细胞(CC95) 0.1 mL注射至Balb/c裸鼠背

部皮下 动物随机分成 3 组 每组 5 只. 第 1 组注射

脾细胞作为对照; 第 2组为IL-2诱导的A-NK细胞; 第 3

组注射IL-2和IL-4联合诱导的A-NK细胞. 第1  3  5 d

第 2  3组的动物分别静脉注射相应的效应细胞0.2 mL

(1×1010/L) 每3 d用卡尺测量肿瘤大小并加以记录.
        统计学处理  依实验不同分别采用t 检验和χ2检验
P <0.05有统计学意义.

2   结果

2.1 细胞毒性测定  IL-2单独或 IL-2联合 IL-4都能成

功地诱导A-NK细胞活性. 由 IL-2 和 IL-4共同诱发的

A-NK细胞比IL-2单独诱发的A-NK细胞的杀伤活性

又有显著提高 对Anip973的杀伤率分别为77.38 %和

38 % 对K562和CC95细胞的杀伤作用与之相似(表1).

表1  IL-4和 IL-2诱导的A-NK细胞体外细胞毒性

 特异性溶解 (%)
效应细胞      诱导条件

       Anip973              K562                CC95

脾细胞        4.43±0.25         3.25±0.19          3.76±0.23

A-NK 细胞    IL-2 单独       39.00±9.16       43.10±10.05       42.14±9.72

A-NK 细胞    IL-2+IL-4      77.68±12.80b    80.02±13.74b      79.10±2.65b

E/T = 40/1, ( sx ± , n =3) bP <0.01, IL-2 单独 vs IL-2+IL-4联合诱导组.

表2  IL-4和 IL-2诱导A-NK细胞对裸鼠人直肠癌CC95移植肿瘤40 d

的抑制作用

组份 肿瘤重量(g) 抑制率(%)

对照组 1.82±0.11        -

IL2 单独 1.04±0.15     44.3

IL4+IL-2 0.62±0.16     66.7b

bP <0.01, IL-2 单独 vs IL-2+IL-4联合诱导组.

2.2 A-NK细胞体内抗肿瘤作用  与对照组相比 用A-

NK细胞治疗裸鼠人直肠移植肿瘤CC95取得了明显的

抑制生长的作用 并且2 3组之间差异显著(P <0.01

表 2). 结果提示用IL-4和 IL-2共同诱导能更好地活化

A-NK细胞增强其抗肿瘤作用.

3   讨论

在抗肿瘤免疫中细胞免疫扮演一个重要的脚色. 近来很

多针对A-NK细胞的研究提示与普通LAK细胞相比A-

NK 细胞有着更快的扩增速度 更高的杀伤效果 由

此吸引了大批研究者的广泛关注[12-16]. Brunson et al [17]曾

报告用荧光标记 IL-2活化的A-NK细胞过继转输后

能选择性的聚集到建立的肺或肝转移灶内 结合到肿

瘤细胞和 /或微小血管的内皮细胞上. Smits et al [18]指出

由于大多数肿瘤细胞表面缺乏CD18的表达 A-NK细

胞表面和CD18相关的整合素是溶解靶细胞所必须的.

       但是如何进一步提高肿瘤生物治疗的作用 成功

的分离 诱导A-NK细胞使之具有较大的抗肿瘤治疗潜

力 增加其疗效是一个不容忽视的课题. 愈来愈多的研

究提示不同结构的细胞因子有相似或叠加的生物学活

性 结合应用能够产生累计协同作用 增加治疗效果同

时减少用量 即达到增效 减毒的效果[19-20].

      直肠癌是临床上常见的恶性肿瘤 发病率逐年上

升 很多研究表明该病的发生和多种癌基因和抑癌基

因的改变有关[21-33]. 本研究中 我们应用 IL-4和 IL-2

联合或 IL-2 单独诱导 A-NK 细胞在体外取得了抗

K562 Anip973 和 CC95 三种肿瘤细胞的作用 在裸

鼠也成功地抑制了肠癌细胞的生长 尤其是联合应用

的效果更佳 此结果支持了上述观点 即联合诱导的

效应细胞更加有效.

        关于 IL-4是如何与该细胞的IL-4受体结合 如何

触发细胞内的某种结构 增加A-NK细胞的抗肿瘤作用

的机制尚未知晓 该项研究正在进行中.
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Abstract
AIM: To screen and identify the human colorectal carcinoma
associated antigen genes.

METHODS: Three human colorectal carcinoma cDNA phage
expression libraries were constructed. They were screened
from autologous and allogeneic sera of colorectal cancer
patients by SEREX (serological identification of antigens by
recombinant expression cloning). The sera were pre-absorbed
by the extract E. coli XL1-blue. Four different serum-reactive
cDNA clones were isolated by immunoscreening from a
colon cancer-derived cDNA expression library. Positive
clones were amplified by plate culture, the purified lambda
phage DNA was cut by Sfi  restriction endonucleases
and amplified with PCR in order to identify the insert size
of cDNA by electrophresis.

RESULTS: Three cDNA phage expression libraries were
constructed. The titer of library was 2.39×106 nfu/L, 2.07×
106 nfu/L and 1.86×106 nfu/L respectively, The range of
the fragment length of exogenously inserted cDNA was between
0.5-4 kb, the average was 1.4 kb, 1.6 kb and 1.3 kb,
respectively. Four gene clones were obtained by SEREX
screening, the length of their insert fragments was 2.4 kb,
1.8 kb, 2.3 kb and 2.2 kb, respectively.

CONCLUSION: To screen and identify human colorectal
carcinoma cDNA phage expression libraries by SEREX is a

useful method to search for human colorectal carcinoma
associated antigen genes. It is important for early diagnosis
and research of recombinant vaccine for colorectal cancer.

Liu YH, Zhang ZS, Zhong D, Wu JB, Dan HL, Lai ZS, Wang YD,  Zhang YL,
Xiao B.Screening of human colorectal carcinoma  associated antigen
genes by SEREX. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(9):1378-1381

摘要

目的: 寻找人源性大肠癌相关抗原基因.

方法: 构建3个以 Tripl Ex2噬菌体作载体的大肠癌抗原

cDNA 表达文库 用自体或异体大肠癌患者血清应用

SEREX方法进行免疫筛选. 用平板法扩增阳性克隆噬菌

体 提取纯化DNA 用Sfi I 酶切和PCR鉴定插入片段的

大小.

结果: 构建成3个大肠癌抗原cDNA噬菌体表达文库 滴

度分别为2.39×106 nfu/L 2.07×106 nfu/L和1.86×106 nfu/L
插入片段长度为0.5-4 kb 平均分别为1.4 kb 1.6 kb 和

1.3 kb. 筛选发现4个阳性克隆 插入cDNA片段大小分别

为 2.4 kb 1.8 kb 2.3 kb 和 2.2 kb.

结论: 用SEREX方法筛选大肠癌抗原cDNA表达文库 可

获得有价值的大肠癌的重组抗原基因克隆 将有利于大肠

癌的早期诊断和重组疫苗的研究.
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0   引言

cDNA文库的应用 为分离肿瘤抗原基因奠定了基础.

重组克隆表达抗原的血清学鉴定技术(serological iden-

tification of antigen by recombinant cDNA expression libraries.

SEREX)可直接鉴定肿瘤抗原. 不需要特异CTL和瘤细

胞的体外建株 应用cDNA表达文库使抗原浓度成百

倍的增加 解决了既往肿瘤抗原抗体反应中的关键问

题 发现了大量的肿瘤抗原. 我们用SEREX方法筛选

人源性大肠癌cDNA噬菌体表达文库 期能发现新的

大肠癌相关基因.

1   材料和方法

1.1 材料  南方医院普外科大肠癌患者手术的新鲜癌组

织3例; 大肠杆菌E.coli XL1-blue 和噬菌体载体 TriplEx2



购自Clontech公司; Trizol试剂购自Gibco公司; SMARTTM

cDNA library on struction kit购自Clontech; ExpandTM  reverse

transcriptase购自宝灵曼公司; MaxPlaxTM  packaging extract

kit 购自Epicentre 公司; 硝酸纤维素膜(NC膜)购自Pall

Corp; 碱性磷酸酶标记的羊抗人 IgG 抗体为Southern

Biotechnology Associates, Inc; BCIP 和 NBT 购自BBI

公司; EX TagTM extrue酶购自TaKaRa; Sfi 酶购自NEB;

琼脂糖购自Gibco; 1 kb DNA ladder marker 购自NEB; 100 bp

DNA ladder marker 购自MBI; Lambda DNA/Hind  marker

购自Promega; Orbital shaker incubator  RKC  CB700  摇床;

Shaking bath SB-16 Techne摇床; UNO   Biometra 960型

PCR 仪; Sigma 3K-30 台式冷冻高速离心机; Vilber

Lourmat 凝胶图像分析仪.

1.2 方法  用 Trizol LS reagent 试剂裂解组织并提取总

RNA 用RT-PCR合成 cDNA第 1链 用LD-PCR合

成 cDNA第 2链 在蛋白酶 消化 Sfi 酶切后 用

Chroma Spin-400分离弃除小于500bp的小片段 与

TriplEx2 噬菌体载体连接 体外包装 构建成大肠癌

抗原噬菌体cDNA表达文库. 取 1支 50 mL培养管 加

入15 mL含硫酸镁的 LB 加入四环素终浓度为15 mg/L.

挑选1个单个孤立的E.coli XL1-blue菌落加入 37 

200 r/min摇床孵育6-8 h至A600=2.0. 取 0.5-1 mL菌液

加入另1支有15 mL含硫酸镁 麦芽糖和四环素的LB

50 mL培养管 37 200 r/min摇床孵育 - h至对

数生长期A600=0.6-0.8. 5 000 r/min 离心10 min 弃上

清 用10 mmoL 硫酸镁 7.5 mL 重悬细菌沉淀 制备

成感受态菌液 4 冰箱存放. 按 1 200接种于含硫酸

镁 四环素的1 000 mL LB中 37 200 r/min振摇生

长至饱和. 4 4 000 r/min 离心10 min 沉淀细胞

重悬于10 mL PBS中 经超声粉碎制成E.coli XL1-blue裂

解液. 每 1 mL血清加 8 mL裂解液 于4 摇床50 r/min

振摇过夜. 4 4 000 r/min 离心 10 min 收集上

清. 再用同样方法 同等量裂解液重复吸收 3 次 制

成血清预吸收液 4 冰箱存放. 取文库 1 µL 加入感
受态菌液 200 µL 37  孵育 15 min 使噬菌体黏附
于细菌. 加入3 mL 溶化冷却到48 的含硫酸镁的LB顶

层软琼脂 混匀 倒入预热到 37 底层硬琼脂 90 mm

平板中 迅速涡旋铺平. 室温冷却10 min 正立 37 

孵育 30 min 倒置 37  孵育 12-18 h. 见噬菌斑生长

如针尖大小 用平头镊将预先高压灭菌 用20 mmol/L

IPTG 浸泡 4 h 室温自然干燥的NC膜平铺于于平皿

上 NC 膜边缘不对称标记 贴膜后42  诱导 4 h

以使转移到NC膜的噬菌斑能充分诱导其融合蛋白形

成. 小心将NC膜从平板上剥离取出 放于湿润的纸巾

上 旁边放一装有氯仿的无盖平皿 用一塑料罩将NC

膜和平皿罩住15-20 min 以固定NC膜. 平皿4  保

存 以备挑出阳性克隆. 将NC膜迅速浸泡于大量1×TNT

缓冲液中 室温轻摇 洗涤3次 每次10 min 以去

除残存的琼脂. 将NC膜置于20 mL用TBST配制的100 g/L

脱脂奶粉的封闭液中 室温轻摇90 min. 1×TNT缓冲液
洗涤3次 每次10 min. 将NC膜移入用PBS 1 50或

1 100稀释的已预吸收的大肠癌患者血清中 4 轻

摇过夜. 1×TNT缓冲液洗涤3次 每次10 min. 将NC膜
置于1 800稀释的碱性磷酸酶标记的羊抗人IgG抗体

中 室温轻摇60 min. 1×NT缓冲液洗涤3次 每次10 min.
凉干后 置于含NBT 33 µL和BCIP 16.5 µL的碱性磷
酸酶缓冲液中 显色30 min. 阳性克隆进行第二轮和第

三轮筛选. 阳性克隆采用平板法扩增噬菌体 用消毒牙

签挑选阳性噬斑 置于装有1 mL 1×L.D.B溶液(噬菌体
稀释液)的1.5 mL EP管内 加入25 µL氯仿 涡旋2 min
于 4 放置过夜. 取 50-100 µL噬菌体悬液加入 500 µL
感受态菌液 用 150 mm平板扩增噬菌体 37 孵育12-

18 h或到噬斑相互融合止. 加入12 mL不含明胶的1×L.D.B
4 过夜. 平板室温 50 r/min 摇床1 h. 收集洗涤液到

另一支50 ml离心管中. 用Qiagen公司试剂盒提取 纯化

阳性克隆噬菌体DNA 最后用50 µL pH8.0的TE溶解.
用NEB公司的Sfi 酶切50  2 h. 用TaKaRa公司的EX

TagTM extrue 做 PCR 上游引物: 5 -TCCGAGATCTG

GACGAGC-3 下游引物: 5 -CCCTATAGTGAGTCGTA

TTA-3 条件: 94  30 s 58  60 s 72  min

×35循环. 用10 g/L琼脂糖凝胶 1×TAE缓冲液  60 V
60 min 电泳 观察片段的大小.

2    结果

2.1 cDNA文库的质量鉴定  成功构建成3个大肠癌抗原

cDNA噬菌体表达文库 滴度分别为2.39×106 nfu/L
2.07×106 nfu/Ll 和 1.86×106 nfu/L. 重组率分别为97.5 %
98.6 %和 98.5 %. 插入外源cDNA片段大小范围从0.5-

4 kb 平均分别为1.4 kb 1.6 kb 和 1.3 kb. 合符建库

要求 适合于大批量筛选cDNA克隆的大肠癌特异或相

关抗原基因.

2.2 筛选阳性克隆  噬菌斑转移到 膜上 经显色反

应后 背景呈浅紫色 阴性噬菌斑与背景相似 有淡的

噬菌斑影 阳性的噬菌斑呈深蓝色. 图 1为 膜上复

筛的阳性克隆.

图   SEREX筛选的阳性克隆(蓝色噬菌斑).

2.3 阳性克隆 Sfi 酶切和PCR鉴定  通过对3 个 cDNA
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噬菌体表达文库进行筛选 获得4个阳性克隆 扩增

后提取纯化DNA 用 Sfi I 酶切和PCR鉴定 分别为

2.4 kb 1.8 kb 2.3 kb 和 2.2 kb(图 2 3).

M1: 1 kb DNA ladder marker; M2: 100 bp DNA ladder marker;
1-4: 个阳性克隆cDNA片段的大小.
图2  阳性克隆外源插入cDNA片段的PCR鉴定.

M1: Lambda DNA Hind  marker; M2: 1kb DNA ladder marker;
1-4: 个阳性克隆cDNA片段的大小.
图3  阳性克隆外源插入cDNA片段的 Sfi 酶切结果.

3   讨论

目前国内研究大肠癌基因表达较多[1-26] 而很少有人构

建大肠癌抗原基因cDNA表达文库[27] 以寻找大肠癌相关

基因. 用血清免疫学方法筛选cDNA文库(SEREX)是近来

发现的获取特异性基因克隆的分子生物学技术 是应

用于重组疫苗和诊断抗原研究的一种有效方法. 应用

SEREX技术在大肠癌已发现较多新基因. Scanlan et al [28]

发现48个抗原NY-CO-1-NY-CO-48 17 个为新基

因 NY-CO-13 为 p53肿瘤抑制基因的突变体 NY-

CO-27主要在胃肠道表达 为组织特异性的亚型 有

半数患者的血清发生反应. Hampton et al [29]发现2个癌

基因专宿白血病病毒包膜蛋白(env)抗原和鼠ATRX蛋白

抗原 env代表 2个未突变的肿瘤抗原 其DNA多核

苷酸编码的env多肽在小鼠体内引起强烈而特异的免疫

反应. Line et al [30]发现5个基因 RHAMM和AD034基

因有不同的组织表达. NAP1L1 RHAMM和AD034基

因只在肿瘤组织中表达. AD034的序列与酪氨酸激酶的

基序移码插入32 bp的位点是肿瘤分化的cDNA隐含的

剪接位点. RHAMM cDNA序列有2个剪接变异 有2个

亚细胞位点. 多数患者的血清对C21ORF2 EPRS 和

NAP1L1有反应. Somers et al [31]发现13抗原基因 1个

新基因 与HSPC218 同源 可作为肿瘤疫苗候选基

因及诊断与预后的标记物.

      肿瘤抗原的鉴定不仅有助于阐明肿瘤免疫分子机

制 也是建立新的肿瘤免疫学诊断和防治方法的基础.

大多数人类肿瘤可表达若干种具有免疫原性的蛋白质

但只有那些具有特异性或有一定优势的抗原(如CT抗

原)可用于制备疫苗. 选择在组织限制性mRNA表达和肿

瘤限制性免疫原性两个方面最有意义的抗原做进一步

的研究. 由于肿瘤抗原同时存在特异性的体液免疫和细

胞免疫 其所揭示的T细胞和B细胞双识别肿瘤抗原现

象 广泛存在于肿瘤患者中. 用肿瘤特异的T淋巴细胞

识别肿瘤抗原的多肽 产生多价疫苗 是肿瘤基因疫

苗的一个策略. Okada et al [32] 进行肿瘤疫苗治疗的结果

表明 临床有望开展肿瘤的疫苗治疗. SEREX所鉴定

的肿瘤抗原除可作为制备肿瘤疫苗的对象外 还可作

为大范围人群血清学调查 肿瘤临床诊断以及肿瘤疫

苗临床疗效监测的指标. 对大肠癌抗原基因的筛选 对

阳性克隆进一步做序列分析和生物活性鉴定 可望对

大肠癌的病因学 诊断 治疗有突破性的进展.
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Abstract
AIM: To explore CD44v6 expression and DNA content and
the ir significance in the progress of rectal cancer.

METHODS: In 40 cases of rectal cancer and 10 cases of
normal intestinal tissues, CD44v6 expression and DNA content
were detected simultaneously by flow cytometry.

RESULTS: The CD44v6 expression and DNA content in rectal
cancer were significantly higher than those in normal tissue
(70 % vs 0 %, 1.11±0.6 vs 0.9±0.65, P <0.01). The positive
expression of CD44v6 was closely related to the depth of
invasion (0 % vs 50 % vs 80 % vs 100 %, P <0.05) lymphnode
metastasis (93.3 % vs 56.0 %, P <0.05) and Dukes stage
(56.0 % vs 93.3 %, P <0.05). The DNA aneuploidy in cancer
was also related to lymph node metastasis (100 % vs 68 %,
P <0.05) and Duke’s stage (68 % vs 100 %, P <0.05). The
expression of CD44v6 did not show any correlation with
DNA ploidy of tumor cells (85.7 % vs 68.7 %, P >0.05).

CONCLUSION: The abnormal expression of CD44v6 and
DNA aneuploidy plays an important role in the development,
invasion and metastasis of rectal cancer. The detection of
CD44v6 and DNA content simultaneously may serve as a
useful indicator to predict progress of tumor and lymph
node metastasis.

Ding ZJ, Shan JX, Du SY. Simultaneous detection of CD44v6 expres-
sion and DNA content in rectal cancer and its clinical significance.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(9):1382-1384

摘要

目的: 探讨直肠癌CD44v6表达情况和DNA含量及其临床

意义.

方法: 应用流式细胞术同时检测40例直肠癌及10例正常组

织中CD44v6表达量和DNA含量.

结果: 直肠癌中CD44v6表达量和DNA含量均显著高于正

常组织(70 % vs 0 % 1.11 0.6 vs 0.9 0.65 P <0.01)

肿瘤组织中CD44v6阳性表达与直肠癌浸润深度(0 % vs  50 %

vs  80 % vs 100 %) 淋巴结转移(93.3 % vs 56.0 %)及Dukes

分期(56.0 %vs 93.3 %)有关(P <0.05); DNA异倍体与淋巴结

转移(100 % vs 68 %)及Dukes 分期(68 % vs 100 %)有关

(P <0.05). CD44v6表达与肿瘤细胞DNA倍体无关(85.7 % vs

68.7 % P >0.05).

结论: CD44v6表达异常及DNA倍体异常在直肠癌进展和

浸润转移中起作用 联合检测CD44v6和DNA倍体可作为

预测直肠癌进展程度 淋巴结转移有用的指标.

丁志杰, 单吉贤, 都姝妍. 直肠癌组织CD44v6, DNA含量的联合检测及临床

意义. 世界华人消化杂志  2003;11(9):1382-1384

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1382.asp

0   引言

CD44 为细胞黏附分子 存在于多种恶性肿瘤中 其

多种变异拼接体特别是CD44v6的表达与肿瘤转移复发

有密切关系. DNA含量异常是恶性肿瘤的特征性改变之

一 能反映肿瘤的生物学特性 我们采用流式细胞术

联合检测40例直肠癌中CD44v6的表达及DNA含量

探讨二者在直肠癌发生发展及转移中的意义.

1   材料和方法

1.1 材料  直肠癌手术标本40例 男13例 女27例

平均年龄61岁. 所有病例均经组织病理学证实. 另取10

例癌远端正常肠组织作为对照组.

1.2 方法  取新鲜标本 用眼科剪刀剪碎 细胞悬液经

400目尼龙网过滤 PBS冲洗离心 去上清后调整细胞数

为1 109/L 加入FITC标记的小鼠抗人CD44v6单克

隆抗体VFF-18 (Benoler Medsystem 1 20) 另一管

加入阴性对照FITC标记的小鼠IgG1(Becton Dickinson

1 20) 4 避光 30 min 0.01 mol/L PBS 冲洗离

心后加10 g/L 多聚甲醛固定5 min 离心后加入PI染

色液(PI 5 mg RNase 2 mg Triton X-100 1 mL 枸



橼酸钠100 mg 0.01mol/L PBS 65 mL 加蒸馏水至

100 mL; pH7.2-7.6 )1 mL 4 避光 30 min后上机

检测. 流式细胞仪为FACscan (Becton Dickinson) 200 mW

氩激光(488 nm) 同时检测PI红色荧光(DNA)和 FITC

绿色荧光(CD44v6)信号 采集10 000个细胞 所测数

据用Cellquest 软件处理. 以DNA指数(DNA index DI)

判断DNA含量 用正常人体周围血淋巴细胞DNA含

量作为参考标准 公式为: DI=(样品G0/G1期DNA量平

均值)/(标准二倍体DNA量平均值). DI=1.0 0.1为二倍

体肿瘤 DI 1.0 0.1 为异倍体肿瘤. 以荧光指数

(fluorescence index FI)表示CD44v6 的相对含量 公

式为: FI=(癌组织CD44v6平均荧光强度-对照组平均荧

光强度)/ 正常组织中CD44v6 平均荧光强度 如FI>2.

0 为 CD44v6 阳性 FI<2.0 为阴性.

        统计学处理  采用SPSS 10.0软件对计量资料进行t 检

验 计数资料采用 χ2检验.

2   结果

癌组织中CD44v6的表达量及DNA含量均显著高于正常

组织(表 1和图1-4) 40 例直肠癌中 CD44v6 阳性率

为70 % (28/40) 异倍体检出率为80 % (32/40). CD44v6

阳性表达与肿瘤浸润深度 淋巴结转移及Dukes 分期

有关(P <0.05) 和大体类型 生长方式及病理类型无关.

DNA异倍体也与淋巴结转移及Dukes分期有关(P <0.05)

(表2). 在CD44v6阳性的28例标本中 异倍体24例(85.7 %)

CD44v6 阴性的 12 例中 异倍体8例(68.7 %) 二者

经统计学处理 无显著性差异(χ2=0.9 P >0.05).

图 1  示同一癌组织内实验管(Ca) CD44v6表达量明显高于对照管(Neg).

]

图 2  示正常癌旁组织DNA直方图 未见异倍体峰.

图 3  示癌组织DNA直方图出现三倍体峰(3C).

图 4  示癌组织DNA直方图出现六倍体峰(6C).

表1  直肠组织中CD44v6和DNA( sx ± )

组织      n           FI       CD44v6阳性率 /%         DI           异倍体率 / %

癌 40   2.68 1.48b 70b             1.11 0.60a         80b

正常 10   0.55 0.16  0              0.90 0.65              0

aP <0.05, vs 正常; bP <0.01, vs 正常.

表2  CD44v6 DNA 倍体与临床病理因素关系

病理因素                        n      CD44v6阳性率 / %     DNA异倍体率 / %

大体类型  隆起型 11    8 (72.7)                  10 (90.91)

                溃疡型 29          20 (69.0)                    22 (75.9)

生长方式  团块状           29          20 (69.0)                   22 (75.9)

                巢状              11           8 (72.7)                    10 (90.9)

病理类型 高分化腺癌     19          12 (63.2)                   15 (79.0)

  中分化腺癌       7            6 (85.7)                     5 (71.4)

               低分化腺癌       2            1 (50.0)                   2 (100.0)

               乳头状腺癌       9            7 (77.8)                     7 (77.8)

               黏液腺癌          3            2 (66.7)                   3 (100.0)

浸润深度  黏膜层             1                    0                              0

    肌层              12            6 (50.0)                     9 (75.0)

                 浆膜下          25           20 (80.0)                   21 (84.0)

                 浆膜外            2           2 (100.0)a                2 (100.00)

淋巴结转移  有              15           14 (93.3)                 15 (100.0)

                    无               25          14 (56.0)a                  17 (68.0)a

Dukes分期  A/B              25          14 (56.0)                   17 (68.0)

      C/D              15          14 (93.3)a                 15 (100.0)a

aP <0.05 vs组内比较.
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3   讨论

肿瘤侵袭和转移是恶性肿瘤最重要的生物学特性 肿

瘤侵袭转移涉及多个环节 其中肿瘤细胞表面的黏附

分子起着重要作用. CD44v6作为黏附分子CD44的变构

体 通过迁移 外渗 增生等形式赋于肿瘤细胞转移潜

能[1]. 研究表明CD44v6可能影响大肠癌细胞骨架肌动蛋

白的分布 聚合 解聚的过程来增强癌细胞运动能力

促使其容易发生转移[2]. 认为CD44v6表达是大肠癌细胞

形成的特征性变化 与癌细胞穿透肠壁有关[3]. 目前关

于CD44v6 在大肠癌发生发展过程中作用尚存在分歧.

部分学者认为CD44v6绝大部分表达于腺瘤 腺癌中

与大肠癌发生有关 与反映肿瘤进展的临床病理因素

及预后无关[3-7]. 另外一些研究则表明CD44v6不仅与肿

瘤分化程度 Dukes 分期 淋巴结转移有关[8, 9] 而且

与肝转移 术后复发及生存率有关[10-13] 认为CD44v6

是大肠癌转移相关因子. 我们采用流式细胞术可定量检测

肿瘤中CD44v6表达情况 结果表明癌组织CD44v6表达

程度显著高于正常组织 CD44v6表达阳性率为70 % (28/

40) 而正常组织中未见CD44v6表达. 40例肿瘤组织中

CD44v6 阳性表达与肿瘤浸润深度 淋巴结转移及

Dukes 分期有关(P <0.05) 与大体类型 生长方式及

病理类型无关 此结果与国内外报道基本一致[8, 9, 14, 15]

提示CD44v6与直肠癌发生发展及转移有关. 尤其是淋巴结

阳性及肿瘤侵袭浆膜组中CD44v6 阳性表达率明显高于淋

巴结阴性及肿瘤局限于黏膜下或肌层 从而在基因水平

上证实了CD44v6与直肠癌局部浸润远处转移高度相关.

         恶性肿瘤组织基本生物学特性是肿瘤细胞处于无限
分裂增生状态 表现为DNA 含量的异常改变 呈现
异倍体状态. 异倍体作为一种遗传不稳定形式 有可能
提高肿瘤细胞产生异质性的能力[16] 因此DNA倍体状
况是反映大肠癌生物学行为重要因素[17]  . 许多研究表明
大肠癌细胞中不仅DNA倍体异常 而且其DNA倍体形
式和细胞周期增生指数还与肿瘤大小 分期 淋巴结转
移 血管侵袭以及预后有关[18-20]. 本组资料中 40例肿
瘤标本中32例检出异倍体 异倍体率(80 %)显著高于
正常组织 统计分析还表明肿瘤异倍体与淋巴结转移
及Dukes分期有关 低分化腺癌和黏液腺癌中异倍体率
达100 % 高于高 中分化腺癌(76.7 %) 肿瘤侵犯浆
膜下或浆膜者异倍体率也较局限于黏膜下或肌层者高
但二组均无显著性差异. 结果提示肿瘤细胞DNA倍体与
肿瘤转移有关 异倍体肿瘤较二倍体肿瘤更容易发生
淋巴结转移 病期偏晚 预后较差. 本实验结果还表明
CD44v6阳性者中异倍体率(85.7 %)与 CD44v6阳性者中
异倍体率(66.7 %)无显著性差异 说明CD44v6 的表达
与肿瘤细胞DNA倍体无关 各自为一个独立的预后影

响因素.
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Abstract
AIM: To investigate the killing effect of cytosine deami-
nase/5-fluorocytosine on colorectal carcinoma when com-
bined with gastrin receptor antagonist.

METHODS: Plasmid G1CEACDNa was transferred into the
LoVo cell line using liposomes method. The growth curve
of cells was observed when cultured with 5-FC (1 mmol/L)
or/and CI-988 (1×10-8mmol/L) in RPMI-1 640+100 ml/L
fatal bovine serum. The killing efficiency was measured
by MTT method. The submicroscopic structure of cells was
observed by electron microscope, apoptosis was verified
by a flow cytometer . CD+ LoVo cells were were. inoculated
s.c. in athymic nude mice followed by 5-fluorocysine or/
and CI-988 treatment for 20 d. these nude mice were killed
with their tumor weight determined. Then tumor tissue
was stained with hematoxylin and eosin, the submicroscopic
structure of cells was observed by electron microscope.

RESULTS: After treated with 5-FC or CI-988,the inhibition
rate of CD+ LoVo cells was 90 % and 50 %, respectively.
When c these two reagents were used in combination, the
inhibition rate was 40 % and 97 % on 3 d and 6 d, respectively.
By MTT method, combination of CD/5-FC and CI-988 possessed
superior killing effect in comparison to single therapy (0.53±0.05
vs 0.49±0.02, 0.38±0.06, F =29.5536, n =5, P <0.01). Elec-
tron microscope and flow cytometer verified that cells were
apoptosized after exposed to 5-FC (1 mmol/L) and CI-988
(1×10-8 mmol/L) 72 h. Significant anti-tumor effect was
observed in nude mice bearing CD+ LoVo cells followed

with 5-FC(500mg/kg body weight i.p. injection per day) or
CI-988 (10 mg/kg per day orally), the inhibition rate were
69.4% and 49.5%,respectively. When these two reagents
were used in combination, the inhibition rate was 81.5 %
that was higher compared to single therapy (0.42±0.12 vs
0.69±0.11, 1.22±0.22, F =33.1709, n =5, P <0.05).There
were apoptosis bodies in submicroscopic structure.

CONCLUSION: Gastrin receptor antagonist canelevate the
killing effect of CD/5-FC on colorectal carcinoma. Apoptosis
is possibly one of the reasons of the synergistic action.

Wang XJ, Ma QJ, Lai DN, Li CJ, Li JM, Wu YZ, Wang Q. Gastrin
receptor antagonist combined with cytosine deaminase suicide gene
therapy enhances kil ling of colorectal carcinoma. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2003;11(9):1385-1388

摘要

目的: 研究联合应用胃泌素拮抗剂和胞嘧啶脱氨酶(CD)的基

因治疗对结肠癌细胞的杀伤作用.

方法: 脂质体法转染G1CEACDNa至LoVo细胞. 用含

1 mmol/L 5-FC或 和1  10-8 mmol/L CI-988的100 ml/L

胎牛血清的RPMI1640 培养基培养细胞 测生长曲线;

MTT法测细胞杀伤率; 透射电镜观察细胞的超微结构; 流式

细胞仪annexin 和PI双重染色行凋亡相关检查; Balb/c裸

鼠背部皮下接种CD+ LoVo细胞 5-FC (500 mg/kg)腹腔

注射或 和CI-988 (10 mg/kg)灌胃处理20 d 处死裸鼠后

肿瘤称重 病理切片HE 染色 瘤组织透射电镜检查.

结果: 用5-FC或 和CI-988处理 d后CD+ LoVo细胞抑

制率分别为90 %和50 % 二者合用于 d和 d抑制率

分别为40 %和97 %; MTT法检测联合应用5-FC和CI-988

较单用任何一种处理对CD+ LoVo细胞杀伤作用更强 有

统计学差异(0.53 0.05 vs 0.49 0.02 0.38 0.06

F =29.5536 n=5 P <0.01); 电镜和流式细胞仪分别显示

CD/5-FC和CI-988结合处理72 h 后细胞有凋亡现象; 用

5-FC (500 mg/kg)腹腔注射和CI-988 (10 mg/kg)灌胃处理

荷瘤裸鼠均可出现明显的抑瘤作用 抑瘤率分别为69.4 %和

49.5 % 二者合用抑瘤较单用任一种处理更明显 有统计学

意义(0.42 0.12 vs 0.69 0.11  1.22 0.22 F =33.1 709

n =5 P <0.05) 抑瘤率达 81.5 % 电镜下见瘤组织内

有凋亡小体.

结论: 联合应用胃泌素拮抗剂CI-988可以提高CD/5-FC对
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0   引言

细胞内转染胞嘧啶脱氨酶(cytosine deaminase CD)基

因 随后给予 5- 氟胞嘧啶(5-FC) 是近年来发展起

来的肿瘤的自杀基因疗法中研究较为广泛的一种方案.

大量基础和临床实验[1-5]已经证明CD/5-FC对结直肠癌

治疗有效. 但是 基因治疗普遍存在转染效率低的问题

限制了其应用前景 胃泌素有刺激肠道上皮增生的能

力[6-9] 胃泌素及其受体在结肠肿瘤细胞生长调节中起

着重要作用 胃泌素拮抗剂对结肠癌的生长及转移有

明显抑制作用. 我们联合应用CD/5-FC和胃泌素拮抗剂

对结肠癌细胞生长的影响

1   材料和方法

1.1 材料  CEA启动子调控CD基因表达的逆转录病毒

载体G1CEACDNa由第二军医大学长海医院崔龙教授惠

赠; 大肠癌LoVo细胞株由上海医科大学瑞金消化外科研

究所提供; Balb/c裸鼠由第四军医大学实验动物中心提

供; 脂质体 lipofectamineTM 2000 (LF 2000)为 Invitrogen公

司产品; G 418 为Gibco 公司产品; 5-氟胞嘧啶(5-FC)

胃泌素拮抗剂CI-988 MTT为Sigma公司产品; RPMI1640

培养基 胎牛血清为Promega 公司产品.

1.2 方法  大肠癌细胞的转染在6孔培养板中分别接种

106个LoVo细胞 待细胞生长至80 %融合时 用无

血清RPMI1640培养基轻洗细胞并置换原来的培养液

再加入含4 µg 质粒DNA250 µL 和 LF2000 的无血清
RPMI1640培养基10 µL培养24 h 以含 400 mg/L-1 G
418及 100 mL/L-1胎牛血清的RPMI1640培养基传代培

养转染细胞 选择培养14 d 筛选抗性克隆并扩增. 将

CD+ LoVo分别接种至4 块 24孔板中 (108/L) 依次分为

4组. 实验组1用含1 mmol/L 5-FC的100 ml/L胎牛血清的

RPMI1640培养基培养; 实验组2用含1 10-8 mmol/L CI-

988的100 ml/L胎牛血清的RPMI1640培养基培养; 实验

组3用含1 mmol/L 5-FC和 1 10-8 mmol/L CI-988的

100 ml/L胎牛血清的RPMI1640培养基培养; 对照组用

100 ml/L胎牛血清的RPMI1640培养基正常培养. 每天

胰酶消化法计数每组4孔 绘制细胞在不同条件下的生

长曲线 计算生长抑制率=(1-实验组细胞计数平均值/

对照组同期细胞计数平均值) 100 %. 将CD+ LoVo接种

至24孔板中(108/L) 细胞分为4组(分组情况同前) 每

组设5个复孔. 于培养72 h行MTT法检测490 nm处吸

光度A值 各组A值进行方差分析. 计算细胞存活率

A实验组均数 /A对照组均数 100 %.

        CD+ LoVo培养至对数生长期 加入含1 mmol/L 5-

FC和 1 10-8 mmol/L CI-988的 100 ml/L胎牛血清的

RPMI1640 培养基 治疗72 h 后 收集细胞1 107

2.5 %胰蛋白酶消化 用无血清RPMI1640培养基洗涤

2次 2 000 r/min-1离心10 min 贴壁加入固定液

送电镜室包埋 切片 透射电镜下检查. 用 60 mL培

养瓶2个将CD+ LoVo细胞培养至对数生长期 实验组加

入含1 mmol/L 5-FC和1 10-8 mmol/L CI-988的100 ml/L

胎牛血清的RPMI1640培养基 培养72 h后用橡皮刮

收集细胞 离心(300 g 5 min)去上清后 重新悬浮

于1 mL的annexin -FITC染色液 室温下染色5 min.

在细胞悬液中加入PI保存液10 µL 室温下染色5 min
后上机检测.

        取 8-12周龄Balb/c裸鼠20只 背部皮下接种CD+

LoVo细胞(5 106cell in 0.2 mL PBS) 成瘤后按体重大

小编号 随机化分为4组. 实验组1给予5-FC (500 mg/kg)

腹腔注射 实验组2给予CI-988 (10 mg/kg)灌胃 实验

组3给予5-FC (500 mg/kg)腹腔注射并CI-988 (10 mg/kg)

灌胃 对照组未给任何处理. 给药均为1次/d 连续20 d

处死裸鼠分离出肿瘤组织分别称重 然后用40 g/L甲醛

固定 二期行组织切片HE染色. 其中实验组3处死裸

鼠后立即取微量肿瘤组织戊二醛固定 二期行透射电

镜检测. 计算抑瘤率= (1-实验组瘤重平均值/对照组瘤

重平均值) 100 %.

        统计学处理  应用SPLM统计软件行方差分析统计

学处理.

2   结果

2.1 LoVo细胞生长  实验组1于处理后3 d细胞开始出

现死亡 6 d时生长抑制率达90 %以上; 实验组2于处

理后3 d细胞出现形态变化活性降低 4 d可见部分细

胞开始死亡 6 d时细胞生长抑制率达50 %; 实验组3

于处理后2 d即表现为细胞变形 空泡 折光性差 3 d

可见明显死亡现象 抑制率达40 % 6 d抑制率达97 %

(图 1). 实验组 1 实验组3 细胞杀伤作用明显 细胞

杀伤率分别为28.7 %和47.1 % A值较对照组行方差分

析有显著性差异(P <0.01); 实验组2(7.8 %)未见明显杀伤细

胞效应; 与对照组A值(0.53 0.05)无显著性差异(P >0.05);

实验组3 (0.28 0.04)较实验组1 (0.38 0.06) 实验组

2 (0.49 0.02)杀伤作用更明显 方差分析A值有显著

性差异(P <0.01).

2.2 细胞透射电镜检测  电镜下见细胞普遍脂滴较多

可见细胞膜微绒毛消失 边缘变平直 细胞核皱缩 染

色质聚集在核模下等典型凋亡征象(图2A); 同时可见细

胞器溶解 核碎裂等坏死征象(图2B).

2.3 流式细胞仪  FCM图像可见实验组细胞群坏死比例

为30.7 % 凋亡细胞占21.1 %. 而对照组仅有坏死细胞

0.1 % 凋亡细胞1.9 %. 结果说明凋亡相关过程在细胞

死亡机制中起重要作用.
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图1  细胞生长曲线.

图2  培养细胞透射电镜照片 3 000.

图 3  实验组3肿瘤组织电镜照片 6 000.

2.4 裸鼠抑瘤实验肿瘤组织  接种后10 d 所有裸鼠均

成瘤 依分组情况分别给予处理. 处死裸鼠行瘤组织称

重. SPLM软件行方差分析结果示3个实验组肿瘤较对照

组均明显重量减轻(0.69 0.11 1.22 0.22 0.42

0.12 vs 2.26 0.23 P <0.01) 说明 3个实验组均产

生明显的抑瘤效果; 实验组3较实验组1 (P <0.05) 实

验组2 (P <0.01)减轻更明显; 抑瘤率明显增加(81.5 % vs

69.4 %  45.9 %) ; 实验组2较实验组1有显著差异(P <0.01)

说明实验组2的抑瘤作用较实验组1弱.

2.5 移植瘤组织病理学检查  光学显微镜下HE染色: 实

验组肿瘤组织均有明显的坏死征象和周围炎症细胞浸

润. 肿瘤组织超微结构: 实验组3肿瘤组织电镜下可见细

胞大片坏死 结构不清 可见明显的核碎裂 核溶解及

细胞器碎裂(图3A); 同时可见部分细胞呈染色体边集成

块 核模清楚完整 细胞边界清楚等凋亡征象及凋亡小

体(图3B).

3   讨论

CD/5-FC系统是近年来研究较多的一种基因导向的酶/

前体药物治疗(GDEPT)策略 其应用于结直肠癌的研

究目前已经进入 期临床阶段[10, 11]. 5-FU作为结直肠癌

的一线化疗药其全身给药毒副作用较大. CD/5-FC系统

应用有效的载体使肿瘤组织特异性表达CD基因 其

编码的酶能将对哺乳动物本身相对无毒的5-FC转化为

细胞毒性的5-FU 从而表现出杀细胞效应 同时CD/

5-FC系统还具有强大的旁观者效应. 另一方面 胃泌

素前体和甘胺酸胃泌素明显刺激结直肠癌细胞生长. 在

过表达胃泌素前体和甘胺酸胃泌素的转基因鼠和结肠

癌细胞系均能观察到这种作用. 胃泌素通过多种机制促

进结肠癌细胞生长[12-14]. 多种胃泌素拮抗剂对结肠癌生

长有轻度抑制作用已经得到证实[15]. CI-988抑制肠癌LoVo

细胞生长已在体外培养和动物实验中得到证实. 本结果显

示 体外培养6 d时 1 mmol/L 5-FC和 1 10-8mmol/L

CI-988分别可致转染了CD基因的LoVo细胞生长抑制

率达90 %和 50 % 与文献报导一致 二者联合使用

杀伤作用更明显 于培养3 d和6 d时抑瘤率达40 %和

97 %. MTT法检测杀伤率 联合应用1 mmol/L 5-FC和

1 10-8 mmol/L CI-988较单用任何一种杀细胞作用更

明显 有统计学差异(P <0.05). 动物模型抑瘤实验结果

证明 单独使用 5-FC(500 mg/kg)腹腔注射或CI-988

(10 mg/kg)灌胃均可产生明显抑瘤效果 有统计学差异

(P <0.01) 抑瘤率分别为69.4 %和 45.9 % 与文献

报导一致 联合应用二者抑瘤效果较单用任何一种措

施更明显 有统计学差异(P <0.05). 透射电镜下体外培

养及动物模型中均可见兼有凋亡与坏死征象 这种现

象同时也在体外细胞培养的流式细胞仪检测中得到证

实. 笔者前期实验已经证实CD/5-FC系统引起结肠癌

LoVo细胞死亡的过程中有凋亡机制参与 认为 胃泌

素拮抗剂可能通过提高结肠癌细胞对凋亡刺激的敏感

性而与CD/5-FC产生协同治疗作用. 本结果再次验证了

CD/5-FC系统和胃泌素拮抗剂CI-988对结肠癌在体外

细胞培养和动物模型中的杀伤作用 同时证明联合应

用胃泌素拮抗剂CI-988可以提高CD/5-FC对结肠癌细

胞的杀伤作用.

1 000

100

10

1
 0        1        2       3        4        5       6

 t /d

 实验组 1
 实验组 2
 对照组
 实验组 3

 细
胞
数
(万
)对
数
值

A

B



4     参考文献
1 Shen LZ, Wu WX, Xu DH, Zheng ZC, Liu XY, Ding Q, Hua YB,

Yao K. Specific CEA-producing colorectal carcinoma cell kill-
ing with recombinant adenoviral vector containing cytosine
deaminase gene. World J Gastroenterol  2002;8:270-275

2 Nyati MK, Symon Z, Kievit E, Dornfeld KJ, Rynkiewicz SD,
Ross BD, Rehemtulla A, Lawrence TS. The potential of 5-
fluorocytosine/cytosine deaminase enzyme prodrug gene
therapy in an intrahepatic colon cancer model. Gene Ther  2002;
9:844-849

3 Baque P, Pierrefite-Carle V, Gavelli A, Brossette N, Benchimol
D, Bourgeon A, Staccini P, Saint-Paul MC, Rossi B. Naked
DNA injection for liver metastases treatment in rats.
Hepatology 2002;35:1144-1152

4 Pierrefite-Carle V, Baque P, Gavelli A, Brossette N, Benchimol
D, Bourgeon A, Saint Paul MC, Staccini P, Rossi B. Subcuta-
neous or intrahepatic injection of suicide gene modified tu-
mour cells induces a systemic antitumour response in a meta-
static model of colon carcinoma in rats. Gut  2002;50:387-391

5 Humphreys MJ, Ghaneh P, Greenhalf W, Campbell F, Clayton
TM, Everett P, Huber BE, Richards CA, Ford MJ, Neoptolemos
JP. Hepatic intra-arterial delivery of a retroviral vector ex-
pressing the cytosine deaminase gene, controlled by the CEA
promoter and intraperitoneal treatment with 5-fluorocytosine
suppresses growth of colorectal liver metastases. Gene Ther
2001;8:1241-1247

6 Siddheshwar RK, Gray JC, Kelly SB. Plasma levels of progastrin
but not amidated gastrin or glycine extended gastrin are el-
evated in patients with colorectal carcinoma. Gut  2001;48:
47-52

7 Singh P, Velasco M, Given R, Varro A, Wang TC. Progastrin
expression predisposes mice to colon carcinomas and ad-
enomas in response to a chemical carcinogen. Gastroenterology
2000;119:162-171

8 Kermorgant S, Lehy T. Glycine-extended gastrin promotes the

invasiveness of human colon cancer cells. Biochem Biophys Res
Commun  2001;285:136-141

9 Aly A, Shulkes A, Baldwin GS. Short term infusion of glycine-
extended gastrin (17) stimulates both proliferation and for-
mation of aberrant crypt foci in rat colonic mucosa. Int J
Cancer  2001;94:307-313

10 Cunningham C, Nemunaitis J. A phase I trial of genetically
modified Salmonella typhimurium expressing cytosine deami-
nase (TAPET-CD, VNP20029) administered by intratumoral
injection in combination with 5-fluorocytosine for patients
with advanced or metastatic cancer. Hum Gene Ther  2001;12:
1594-1596

11 Harvey BG, Maroni J, O’Donoghue KA, Chu KW, Muscat JC,
Pippo AL, Wright CE, Hollmann C, Wisnivesky JP, Kessler
PD, Rasmussen HS, Rosengart TK, Crystal RG. Safety of local
delivery of low- and intermediate-dose adenovirus gene trans-
fer vectors to individuals with a spectrum of morbid
conditions. Hum Gene Ther  2002;13:15-63

12 Koh TJ, Bulitta CJ, Fleming JV, Dockray GJ, Varro A, Wang
TC. Gastrin is a target of the beta-catenin /TCF-4 growth-
signaling pathway in a model of intestinal polyposis . J Clin
Invest  2000;106:533-539

13 Hollande F, Choquet A, Blanc EM, Lee DJ, Bali JP, Baldwin
GS. Involvement of phosphatidylinositol 3-kinase and mito-
gen-activated protein kinases in glycine-extended gastrin-in-
duced dissociation and migration of gastric epithelial cells. J
Biol Chem  2001;276:40402-40410

14 Wu H, Rao GN, Dai B, Singh P. Autocrine gastrins in colon
cancer cells Up-regulate cytochrome C oxidase Vb and down-
regulate efflux of cytochrome c and activation of caspase-3. J
Biol Chem  2000;275:32491-32498

15 Melen-Mucha G. Effects of short term treatment with
pentagastrin, proglumide, tamoxifen given separately or to-
gether with 5-fluorouracil on the growth in the murine trans-
plantable Colon 38 cancer. Neoplasma  2001;48:133-138

1388                ISSN  1009-3079   CN  14-1260/R                世界华人消化杂志   2003年 9月 15日  第 11卷  第 9期



World Chin J Digestol  2003 September;11(9):1389-1391
世界华人消化杂志 ISSN  1009-3079  CN 14-1260/R

2003 年版权归世界胃肠病学杂志社

P.O.Box 2345 Beijing 100023, China
Fax: +86-10-85381893
Email: wcjd@wjgnet.com  www.wjgnet.com

• 大肠癌 COLORECTAL CANCER •

aFGF和 genistein 对大肠癌细胞株CCL229 PKC及
ERK 活性的影响

尚   海, 张   颐, 单吉贤

尚海, 辽宁省肿瘤医院肝胆胰外科  辽宁省沈阳市  110042
张颐, 中国医科大学附属第一医院妇科  辽宁省沈阳市  110001
单吉贤, 中国医科大学附属第一医院肿瘤外科  辽宁省沈阳市  110001
尚海, 男, 1968-01-26生, 辽宁省沈阳市人, 汉族. 肿瘤学博士, 讲师. 主要
从事消化道肿瘤的研究.
项目负责人: 尚海,110042, 辽宁省沈阳市, 辽宁省肿瘤医院肝胆胰外科.
syzi@163.com
电话: 024-22711682
收稿日期: 2003-03-06   接受日期: 2003-03-25

Effects of aFGF and genistein on PKC
and ERK activity in human colorectal
cancer cell line CCL229

Hai Shang, Yi Zhang, Ji-Xian Shan

Hai Shang, Department of Hepatobiliary Surgery, Liaoning Provincial
Tumor Hospital, Shenyang 110042, Liaoning Province, China
Yi Zhang, Department of Gynecology, First Affiliated Hospital of China
Medical University, Shenyang 110001, Liaoning Province, China
Ji-Xian Shan, Department of Oncology, First Affiliated Hospital of
China Medical University , Shenyang 110001, Liaoning Province ,China
Correspondence to: Hai Shang, Liaoning Provincial Tumor Hospital,
Shenyang 110042, Liaoning Province, China.  syzi@163.com.cn
Received: 2003-03-06    Accepted: 2003-03-25

Abstract
AIM: To observe the effects of aFGF and TPK inhibitor
genistein on intracellular PKC and ERK activity in CCL229
cell line.

METHODS: The activities of PKC and ERK in cells induced
by different concentrations of aFGF (0.15 mg/L, 0.30 mg/L,
0.60 mg/L, 1.20 mg/L) and genistein (6.00 mg/L, 12.00 mg/L,
24.00 mg/L, 48.00 mg/L) were detected by incorporation
of [γ-32P]-ATP into exogenous substrates.

RESULTS: The intracellular PKC and ERK activity increased
with aFGF in a dose dependent manner (P <0.05). When
the concentration of aFGF was 1.20 mg/L , the activity of
PKC in cytosol and PKC in membrane and ERK was 2.60, 2.79,
1.77 times higher than control group. Genistein suppressed
the intracellular PKC and ERK activity also in a dose dependent
manner (P <0.05). When the concentration of genistein
was 48.00 mg/L, the activity of PKC in cytosol and PKC in
membrane and ERK was 0.41,0.36,0.50 times higher than
that in control group, The activity of PKC and ERK decreased
apparently when the cells were treated with aFGF.

CONCLUSION: aFGF receptor in human colorectal cancer
cell line CCL229 possesses TPK activity. Tyrosine-specific
protein phosphorylation may initiate a cascade of biochemical

events, which may increase the intracellular PKC and ERK
activity.

Shang H, Zhang Y, Shan JX. Effects of aFGF and genistein on PKC
and ERK activity in human colorectal cancer cell line CCL229. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(9):1389-1391

摘要

目的: 观察aFGF 及TPK 抑制剂genistein对大肠癌细胞株

CCL229细胞内PKC及ERK 活性的影响 探讨其信号传

导途径.

方法: 以不同浓度的aFGF (0.15 mg/L 0.30 mg/L 0.60 mg/L

1.20 mg/L) 和genistein (6.00 mg/L 12.00 mg/L 24.00 mg/L

48.00 mg/L)  诱导CCL229细胞 利用[ -32P]ATP掺入

外源性底物的方法 液体闪烁测定PKC及ERK 活性.

结果: 随着aFGF浓度的增加 PKC及ERK 活性随之升高

与aFGF浓度呈显著正相关(P <0.05). 当aFGF浓度为1.20 mg/L

时 PKC (胞质) PKC (胞膜)和ERK 活性分别为对照组

的2.60 2.79 1.77倍. genistein抑制细胞内PKC及ERK

活性 且与genistein 浓度呈剂量依赖效应(P <0.05). 当

genistein 浓度为 48.00 mg/L 时 PKC (胞质) PKC (胞

膜)和 ERK 活性分别为对照组的 0.41 0.36 0.50 倍.

genistein对aFGF诱导的PKC及ERK 活性抑制更显著.

结论: 大肠癌细胞株CCL229中aFGF受体具有TPK活性

TPK激活后促进蛋白质和酶磷酸化 导致PKC和ERK 活

性升高 进一步证明PKC及ERK确是TPK的下游信号分子.

尚海, 张颐, 单吉贤. aFGF 和 genistein 对大肠癌细胞株CCL229 PKC 及

ERK 活性的影响. 世界华人消化杂志  2003;11(9):1389-1391

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1389.asp

0   引言

酸性成纤维细胞生长因子(acidic fibroblast growth factor
aFGF)是一种多肽生长因子 能刺激血管生长 与肿瘤
的生长密切相关. 目前 aFGF在实体瘤细胞内的信号传
导途径尚不清楚.  我们观察 aFGF 对大肠癌细胞株
CCL229细胞蛋白激酶C (protein kinase C PKC)和细
胞外信号调节激酶(extracellular regulated kinase ERK)
活性的影响 以及用酪氨酸蛋白激酶(tyrosine protein
kinase TPK)抑制剂genistein 处理后PKC及ERK的变

化趋势 进一步认识肿瘤细胞的信号传导机制.
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1   材料和方法

1.1 材料  人大肠癌细胞系CCL229 由中国医科大学细

胞生物教研室提供; aFGF购自北京邦定科技有限公司;

Genistein DMEM培养基 鱼精蛋白(protamine) 髓鞘

碱性蛋白(myelin basic protein MBP)均购自Sigma 公司;

[ -32P]ATP 购自北京亚辉生物制品公司; 液闪仪(美国

Beckman 1801型) 紫外分光光度计(UV310型).

1.2 方法  CCL229细胞在含100 mL/L小牛血清 100 kU/L

青霉素 100 g/L链霉素的DMEM培养基中贴壁生长

于37 50 mL/L CO2 950 mL/L空气培养箱中传代

培养. 将培养的CCL229 细胞随机分为: 空白对照组;

aFGF组(0.15 mg/L 0.3 mg/L 0.6 mg/L 1.2 mg/L);

Gen 组(6 mg/L 12 mg/L 24 mg/L 48 mg/L);  aFGF+

genistein 组. 当细胞达到亚融合状态时 吸出旧培养

液 每瓶加入无血清培养液 2 mL 12 h 后吸出旧培

养液 按分组要求分别加入肝素15 µL (40 µg/L) 不
同量的aFGF Genistein及培养液 使各瓶终体积均为

2 mL. aFGF+ genistein组 细胞与Genistein 温浴30 min后

加入 aFGF 3 h后测定PKC及ERK 活性.

1.2.1 PKC活性的测定  按改良Takai法. 将处理的细胞于

粉碎缓冲液(1 mmol/L EDTA 1 mmol/L EGTA 10 mmol/L

Tris-HCl pH7.5 100 mmol/L NaCl 50 mmol/L NaF

1 mmol/L PMSF 0.01 µg/L亮肽素 0.01 µg/L抑肽酶
0.01 µg/L胃酶抑素 50 mmol/L β-磷酸甘油 1 mmol/L
二硫苏糖醇 0.9 g/L Brig35)超声粉碎 离心(100 000 g

1 h 4 ) 上清为胞质蛋白提取液. 沉淀部分加入溶

膜液(2 mmol/L EDTA 10 mmol/L EGTA 20 mmol/L

Tris-Cl pH7.5 0.25 mol/L 蔗糖) 悬起后超声粉碎

4 过夜 离心(100 000 g 1 h 4 ) 上清为膜

蛋白提取液. PKC活性测定 以PKC使[ -32P]ATP掺入

外源性底物鱼精蛋白的磷酸放射活性为PKC活性标志. 取

胞质及胞膜提取液 每个样品取3个平行管 每管20 µL
同加有[ -32P]ATP的底物混合液30 µl (25 mmol/L醋酸
镁10 µL 2.5 10-4 mol/L ATP 10 µl 10 g/L protamine
2 µL 1 mol/L Tris-HCl pH7.5 1 µl H2O 7 µL) 30 
反应8 min 反应完成后取25 µL点在Whatman强阳离
子交换滤纸上 在75 mmol/L磷酸溶液中洗3次 每次

3 h 装入液闪瓶 液体闪烁测定 cpm 数.

1.2.2 ERK活性测定  取胞质提取液20 µL (3个平行管)
同10 µL加有[ -32P]ATP底物混合液(5 mmol/L MgCl2
2.5 10-4 mol/L ATP MBP 20 mmol/L Tris-HCl pH7.5

H2O)混合 300C 反应 30 min 其余同测PKC活性.

        统计学处理  数据以 sx ± 标准差表示. 数据分析采
用统计程序软件包(SPSS8.0 for Windows)进行方差分析和

多重比较. 应用Student t 检验来判断差异的统计学意

义 P <0.05具有显著性.

2   结果

2.1 aFGF诱导大肠癌细胞株CCL229后 PKC及ERK

活性均增高 且与aFGF呈剂量依赖效应. 与对照组比

较 有显著差异(P <0.05). 对比之下 胞膜PKC活性

比胞质PKC活性升高更为明显(表1).

表1  aFGF诱导后CCL229细胞PKC及ERK活性变化( sx ± , nkat/L)

aFGF(mg/L)    PKC(胞质)        PKC(胞膜) ERK

  0.00   6.30 1.56             6.61 1.27         0.22 0.04

  0.15   6.63 1.69             7.30 2.23         0.24 0.03

  0.30   9.44 2.20a          10.46 2.09a        0.30 0.06a

  0.60 11.39 2.12a          13.32 1.81a        0.34 0.05a

  1.20 16.38 1.93a          18.42 2.87a        0.39 0.07a

 aP <0.05 vs 对照组.

2.2 Genistein诱导作用  加入抑制剂Genistein后 PKC

及ERK活性与对照组相比 明显受抑制(P <0.05 表2).

其抑制程度与Genistein 浓度呈剂量依赖关系.

表2  Genistein诱导后CCL229细胞PKC及ERK活性变化( sx ± , nkat/L)

Genistein (mg/L)   PKC(胞质)    PKC(胞膜)           ERK

   0.00 6.30 1.56            6.61 1.27            0.22 0.04

   6.00 5.96 1.84            6.05 1.64            0.20 0.05

  12.00 5.04 1.44a           5.19 2.02a           0.17 0.03a

  24.00 3.56 1.46a           3.40 1.21a           0.15 0.03a

  48.00 2.61 1.20a           2.40 1.08a           0.11 0.02a

aP <0.05 vs对照组.

2.3 Genistein及 aFGF作用  Gen 组与 aFGF+ gen组比较

可见 Genistein对 aFGF+ Gen组细胞的PKC及ERK抑

制作用更明显(P<0.05 表 3).

表3   aFGF+ Gen组PKC及ERK活性变化( sx ± , nkat/L)

aFGF(mg/L)  Genistein(mg/L)   PKC(胞质)                PKC(胞膜)                        ERK

   0.60             0.00    11.39 2.12          13.32 1.81         0.34 0.05

   0.60             6.00    10.25 1.99          11.60 1.51         0.30 0.03

   0.60           12.00      8.20 2.06a         10.26 2.10a        0.24 0.01a

   0.60           24.00      5.47 1.56a          5.33 1.38a        0.14 0.02a

   0.60           48.00      4.10 1.78a          3.46 1.52a        0.07 0.01a

aP <0.05 vs对照组.

3 讨论

aFGF是一种强有力的细胞分裂促进因子 对成纤维细

胞在内的多种细胞具有促进增生和分化的功能 与肿

瘤生长密切相关[1-13]. 我们观察aFGF诱导大肠癌细胞株

CCL229细胞 PKC及ERK活性变化 并用TPK抑制剂

genistein作用细胞 进一步认识aFGF诱导肿瘤细胞分

裂增生的细胞内信号传导机制. PKC是一种丝/苏氨酸蛋

白激酶 广泛分布于真核细胞 在跨膜信息传递 细胞
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增生分化及肿瘤侵袭转移等方面均发挥重要作用[14-24] .

ERK则是有丝分裂原活化蛋白激酶(Mitogen-activated

protein kinase MAPK)家族的成员之一 可被生长因

子 激素 神经递质等激活 在细胞生长 发育

分裂 死亡及恶性转化等过程中起重要作用[25-27] . 我们

发现不同浓度的aFGF作用于细胞后 可导致该细胞

内PKC及ERK活性明显升高 且其升高程度与aFGF

浓度均呈显著正相关. 说明 aFGF在一定浓度范围内

可激活该细胞株PKC及ERK. 随 aFGF浓度升高 PKC

及ERK的活性变化趋势基本一致. 说明PKC及ERK两

个途径不是孤立的 aFGF对该细胞株的影响在这两个

系统中持续循环放大. 胞质PKC及胞膜PKC活性均显著

升高 尤其胞膜PKC活性升高更明显 提示PKC激活

时可能发生膜转移现象.

      VEGF诱导内皮细胞的促有丝分裂作用通过激活

PKC途径 酪氨酸蛋白激酶抑制剂可阻断此反应 从

而说明PKC是TPK的下游信号分子. 本实验用TPK的

特异性抑制剂Genistein作用细胞 发现细胞内PKC及

ERK活性均明显受抑制 且抑制程度与Genistein浓度

呈剂量依赖效应. Genistein对aFGF+Gen组PKC及ERK的

活性的抑制作用明显强于Gen组. 提示aFGF对CCL229

细胞 PKC及 ERK的激活是通过TPK来介导的 TPK

抑制剂Genistein可阻断aFGF诱导的PKC及ERK活化;

aFGF+ Gen组细胞PKC及ERK活性受抑制更明显 提

示CCL229细胞中aFGF主要通过TPK途径来激活PKC

与 ERK 从而促进细胞增生.
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Abstract
AIM: To study the protective effect of taurine on hepatic
fibrosis induced by carbon tetrachloride (CCl4) in rats and
its mechanisms.

METHODS: CCl4-induced rat hepatic fibrosis was treated
by taurine (400 and 800 mg/kg per day for 12 weeks), and
serum alanine aminotransferase (ALT), plasma protein,
hyaluronic acid (HA) and procollagen  (PC ), and hepatic
hydroxyproline (HYP), hepatic microsomal drug-metaboliz-
ing enzyme and anti-transforming growth factor β1 (TGF-β1)
were measured. In addition,  pathological changes of liver
tissue were observed by light microscope.

RESULTS: The hepatic fibrosis, activity of serum ALT
(2 601±300 1367±317 nkat/L, P <0.01), and contents of
serum HA (324±95 219±79 µg/L, P <0.01), PC  (33±14
19±8 mg/L, P <0.01) and hepatic HYP (1 282±523
381±147 µg/L, P <0.01) were markedly reduced by the
treatment with taurine (32.57±13.73 vs 19.20±8.25 ng/ml,
P <0.01 and 1.282±0.523 vs 0.463±0.159 µg/ml, P <0.05).
The contents of plasma albumin (23±3 31±4 g/L, P <0.05)
and hepatic cytochrome P450(Cyt.P450)(211±27
811±136 nmol/g, P <0.01) and cytochrome b5 (Cyt.b5)
(256±69 761±131 nmol/g, P <0.01) were increased by
the same treatment (0.211±0.027 vs 0.765±0.106 nmol/mg
protein, P <0.01 and 0.256±0.069 vs 0.697±0.120 nmol/mg
protein, P <0.01). In addition, taurine could also significantly
inhibit the expression of TGF-β1 (33±13 20±6 , P <0.01).

CONCLUSION: CCl4-induced hepatic fibrosis is markedly
relieved by the treatment of taurine, and its protective
mechanisms are related to the decrease in liver injury
and expression of TGF-β1.

Liang J, Yang GY, Zhang XL, Pang YS, Yuan HF, Liang JS, Huang RB,
Wei X, Wei M. Inhibitory mechanism of taurine against CCl4 induced
hepatic fibrosis in rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(9):1392-1395

摘要

目的: 观察牛磺酸对四氯化碳(CCl4)诱导大鼠肝纤维化的保

护及其机制.

方法: 采用CCl4诱导的大鼠肝纤维化模型 研究牛磺酸

(400 and 800 mg/kg per day for 12 weeks) 对血清丙氨酸氨

基转移酶(ALT) 血浆蛋白 透明质酸(HA) 型前胶

原(PC )及肝组织羟脯氨酸(HYP) 肝药酶和抗转化生长

因子 β1 (TGF-β1)的影响 并观察肝组织病理学变化.

结果: 牛磺酸能明显减轻纤维化程度 降低ALT(2 601

300 1367 317 nkat/L P <0.01) HA (324 95

219 79 µg/L P <0.01) PC  (33 14 19 8  µg/L
P <0.01)和HYP (1 282 523 381 147  µg/L P <0.01)
水平 提高肝细胞色素P450 (Cyt.P450) (211 27 811

136 nmol/g P <0.01), 细胞色素b5(Cyt.b5) (256 69

761 131 nmol/g P <0.01) 和血清白蛋白含量(23 3

31 4 g/L P <0.05) 并明显减少TGF- β1的表达(33
13 20 6 P <0.01).

结论: 牛磺酸具有显著的抗CCl4诱导的大鼠肝纤维化作

用 其作用机制可能与减轻肝细胞损伤和抑制TGF-β1的



表达有关.
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0   引言

肝纤维化是以细胞外基质(ECM)[1-10]合成增多 降解相

对不足 过多沉积在肝内引起,是可逆病变 因此 减

轻纤维化反应十分重要[11-16]. 牛磺酸是体内含量最丰富

的氨基酸 参与膜主要成分磷脂代谢 保护膜磷脂免受

降解 具有直接膜稳定作用[2]. 此外 还具有清除自由

基和抗脂质过氧化[3, 4]等广泛的生物学作用. 我们建立实

验性大鼠CCl4肝纤维化模型 探讨牛磺酸对肝纤维化

的防治作用及其可能的机制.

1   材料和方法

1.1 材料  Wistar大鼠 SPF级 体质量230 20 g

由广西医科大学实验动物中心提供; 牛磺酸为湖州市生

物化学试剂厂产品; CCl4为上海试剂三厂产品; HA PC

放射免疫分析测定盒 均为上海海军医学研究所生

物技术中心产品; HYP试剂盒为南京建成生物工程公司

研究所产品 批号分别20020108; TGF-β1 mAb及SABC
免疫组化染色试剂盒,由武汉博士德生物工程有限公司提

供; 彩色病理图纹分析系统 型号HPIAAS-1000 (JVCKY-

F30B3-CCD摄像头 日本Olympus研究型显微镜 华

海公司生产的全自动图像分析系统)为中国华海电子有

限公司产品, 紫外-可见光分光光度计比色 型号DU-

640 为美国Beckman公司产品; 自动生化分析仪 型

号TBA-120FR 为日本东芝公司产品.

1.2 方法  将实验动物分为正常对照组 模型组 牛磺

酸大剂量组和小剂量组 每组20只. 给予大鼠皮下注射

400 mL/L CCl4橄榄油溶液 首剂量按质量计算为5 mL/kg

以后2次 /wk 每次剂量为3 mL/kg 连续注射12 wk

并在实验过程自由饮用100 mL/L乙醇作为饮水. 牛磺酸

小剂量组在造模的同时给予牛磺酸400 mg/kg 牛磺酸

大剂量组给予牛磺酸 800 mg/kg ig 1 次 /d 并予

正常饮食. 正常对照组 ig. 等容积的生理盐水. 实验动物

在最后1次注射CCl4隔夜禁食16 h后 取血用作生化

学 HA和PC 含量测定, 取部分肝组织匀浆用作测定

肝药酶和HYP 肝组织用40 g/L 甲醛溶液常规固定

石蜡切片 用作病理组织学检查和免疫组化实验. 用自

动生化分析仪测定血清TP ALB 和 ALT 用放射免

疫法测定血清HA PC 含量. 按Omura and Sato方法

测定肝组织Cyt. P450含量(J Biol Chem 1964;239:2370-

2385) 唐跃年 et al [9]方法测定Cyt.b5含量 周少春 et al
[10]方法测定HYP . 用免疫组化法测定肝组织TGF-β1的表
达. 肝组织分别用HE染色和Masson法胶原纤维染色 在

光学显微镜下观察 按肝组织病理诊断标准做出肝组织

病理分期诊断 分级方法参见曾民德 et al [11]方法. 胶原

纤维定量测定: 采用肝组织胶原纤维染色标本 放大

400 倍 于标本四角和中央位置选取5 个视野 测定

每一视野中胶原纤维含量 以纤维占视野面积的百分

比表示 取其平均值.

        统计学处理  用SPSS10.0软件统计 计量资料用 sx ±
表示 组间均数比较用 t检验 各组大鼠纤维增生程

度的比较用秩和检验.

2   结果

2.1 肝组织病理学变化  模型组可见多数肝小叶结构紊

乱 肝细胞脂肪变性广泛 部分有坏死 门管区及肝小

叶内有较多炎性细胞浸润 纤维组织增生显著 包绕肝

小叶(图 1 2). 牛磺酸治疗组肝组织结构有较明显改

善 肝细胞脂肪变性显著减轻 炎性细胞浸润和纤维组

织增生减少(图 3 4)(表 1).

表1  各组大鼠肝纤维化程度的比较

 肝纤维化分期
分组 n

S0  S1        S2        S3          S4

正常对照组 a 20 20   0 0 0 0

模型组 20   0   3 3         10 4

牛磺酸小剂量 a 20   0 12 5 3 0

牛磺酸大剂量 a 20   0 14 4 2 0

aP <0.05, vs 模型组.

表2  牛磺酸对肝纤维化大鼠血清学的影响( sx ± , n= 20)

分组                   ALT          TP(g/L)    ALB(g/L)  Cyt.P450         Cyt.b5
                             (nkat/L)                                     (nmol/g)        (nmol/g)

正常对照组 783±133b        67±13a       38±6b       506±39b        804±142b

模型组           2 601±300         58±16        23±3        211±27        256±69

牛磺酸小剂量  1 633±283b       62±15a        28±7b      765±106b       697±120b

牛磺酸大剂量 1 367±317b        64±11a       31±4b 811±136b       761±131b

aP <0.05, bP <0.01 vs 模型组.

表3  牛磺酸对纤维化大鼠血清HA PC 和肝脏HYP TGF-β1水

平的影响( sx ± , n =20)

分组 HA(µg/L)        HYP(µg/L)        PC (µg/L)       TGF-β1

正常对照组 146±51b 221±144b 9±4b          15±5b

模型组              324±95           1 282±523            33±14          33±13

牛磺酸小剂量    262±92b              463±159b          19±8b          20±6b

牛磺酸大剂量 219±79b              381±147b          19±8b               20±6b

bP <0.01, vs 模型组.

2.2 血清学变化  模型组肝纤维化大鼠血清中ALT活性

升高 总蛋白和白蛋白水平降低 HA和PC 水平显

著升高. 肝组织的Cyt.P450和Cyt.b5含量降低 HYP含
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量提高. 而牛黄酸治疗组ALT HA PC 和HYP水平

比模型组明显降低(P <0.01) Cyt.P450和白蛋白水平较模

型组明显升高(P  <0.01). 此外 牛磺酸治疗组的TGF-β1的
表达也较模型组显著减少(P <0.01). (表 2 3).

图1  模型组HE染色切片( 100).

图 2  模型组Masson染色( 200).

图 3  牛磺酸治疗组HE染色切片( 100).

图 4  牛磺酸治疗组Masson染色切片( 200).

3   讨论

肝纤维化常伴炎症 可发展为肝硬化[11, 12]. 血清HA

PC 水平和肝组织HYP含量与肝组织纤维含量有良好

的相关性 可以做为反映肝纤维化程度的指标[13-15]. 而

HA在目前所有肝纤维化血清学指标中是诊断价值最高

的一个[16]. TGF-β1是作用最强的致肝纤维化细胞因子
TGF-β1的活化是大量细胞外间质合成的主要来源[17]. 为
了准确的反映纤维化程度 我们采用肝组织病理学检

查和反映细胞外间质成分的HA PC HYP 以及

反映纤维化形成的相关因子TGF-β1进行联合检测.
        CCl4引起肝损害的作用机制主要是CCl4经肝微粒

体内依赖于Cyt.P450的混合功能酶的激活 产生了自

由基CCl3及Cl 这些自由基可与肝细胞内大分子发生

共价结合 使肝细胞损伤. 此外 二者均可导致微粒体

钙泵活性降低 使胞质Ca2+升高 细胞内Ca2+稳态遭

到破坏 从而引起细胞代谢紊乱甚至死亡[18-22]. 坏死物

质及其继发的炎性细胞浸润产生肝纤维化刺激因子 后

者促进贮脂细胞-肌成纤维细胞-成纤维细胞增生 产

生大量胶原纤维 形成肝纤维化[23, 24]. 因而 抑制炎症

的发生 可阻止肝纤维化的进展. 肝组织的慢性炎症损

伤和纤维化使肝功能障碍 血浆总蛋白 白蛋白水平

降低. 研究结果显示 牛磺酸治疗组能显著提高血浆白

蛋白水平 降低CCl4导致的肝纤维化大鼠血清ALT

HA PC 和肝组织HYP 水平 说明牛磺酸可减轻

肝脏的炎症反应 促进肝组织损伤的修复和改善功

能 同时抑制胶原蛋白及蛋白多糖的合成[4, 5, 25]. 本结果

还显示 经牛磺酸治疗后 肝组织TCF-β1表达显著下
降 与模型对照组比较差异有显著性 说明牛磺酸可抑

制TGF-β1 的活性 拮抗TGF-β1 在肝纤维化形成中
的作用. Cyt.P450系统是位于滑面内质网上的一组混合

功能氧化酶系 他参与内源性物质和外源性物质代谢

能够反映肝脏的解毒功能[26]. 本实验表明 模型组大鼠

Cyt.P450和 Cyt.b5含量明显低于其他各组 说明大鼠

在形成肝纤维化时肝脏解毒功能明显下降, 而经牛磺酸

干预后 大鼠肝脏Cyt.P450和Cyt.b5含量明显增加 解

毒功能明显增强.

       总之 牛磺酸具有显著的防治实验性大鼠肝纤维

化的作用. 其机制可能是通过拮抗CCl4的肝毒性作用

抑制炎症 保护肝细胞, 以及抑制TGF-β1的活性有关.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of neutrophil elastase inhibitor
(ONO-5046) on expression of intercellular adhesion molecule-1
and transduction signal after pancreasduodenal transplan-
tation in rats.

METHODS: ONO-5 046 was injected intravenously into
experimental animal models. ICAM-1 mRNA transduction
signals were detected in rat endothelial cells with regard
to the effect of many reagents on expression of ICAM.

RESULTS: ICAM-1 mRNA level decreased in pancreatic
grafts of experimental animals. ICAM-1 mRNA expression
was increased in rat endothelial cells in vitro stimulated by
NE, while that it could be inhibited by ONO-5046.  Calcium
ionophore enhenced ICAM-1 mRNA expression. In contrast,
a phospholipase C inhibitor, calcium chelator and nuclear
factor-kappa B inhibitor regulated down NE induction of
ICAM-1 mRNA.

CONCLUSION: ICAM-1 expression stimulated by NE in pan-
creatic grafts may be associated with intracellular Ca2+

influx and a phospholipase C signal transduction.

Liang J, Wang FS, Liu YF, Liu LM, Liu SR, Cui H, Tai CQ, He SG.
Intercellular adhesion molecule-1 expression in pancreas graft and its
signal transducer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(9):1396-1398

摘要

目的: 探讨中性粒细胞弹性蛋白酶(NE)抑制剂对细胞间黏附

因子-1 (ICAM-1)在大鼠胰腺移植物的表达及转导信号的

影响.

方法: 采用大鼠胰十二指肠移植模型 实验组给予NE抑制

剂(ONO-5046 10 mg/kg). 体外实验检测NE及多种相关

试剂对大鼠内皮细胞ICAM-1mRNA表达的影响及基因转

导信号的调控作用.

结果: 对照组胰腺移植物中ICAM-1mRNA呈高水平表达

而实验组经ONO-5046处理后明显下调其表达 有显著性

差异. NE刺激大鼠内皮细胞上调 ICAM-1mRNA表达水

平 而ONO-5046 则明显抑制其表达; 特异性钙离子载体

增强该细胞的 ICAM-1mRNA表达 相反 磷脂酶C抑

制剂 钙离子螯合剂及核因子κB抑制因子则下调NE诱导
的ICAM-1mRNA表达水平.

结论: NE增强ICAM-1在胰腺移植物的表达与细胞钙离子

内流及磷脂酶C的信号转导有关.
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0   引言

胰腺移植物的再灌注损伤性胰腺炎和移植物血栓形成

是胰腺移植早期移植物失功的主要并发症. 中性粒细胞

在缺血 / 再灌注损伤过程中起重要作用 中性粒细胞

弹性蛋白酶(NE)是炎症组织损伤的一个重要递质 而

巨噬细胞分化抗原-1 (Mac-1)和细胞间黏附因子-1

(ICAM-1)等炎症因子也起着重要作用[1-9]. 我们曾报道

NE抑制剂降低大鼠胰十二指肠移植再灌注后中性粒细

胞趋化因子的表达[5]. 本研究探讨大鼠胰十二指肠移植

再灌注损伤过程中 ICAM-1在胰腺移植物的表达以及

ICAM-1mRNA基因信号转导的调控因素.

1   材料和方法

1.1 材料  Wistar 大鼠 体质量250-300 g 采用Lee



法大鼠异位胰十二指肠移植术. 实验组移植物血管开放

前静脉给予弹性蛋白酶抑制剂(ONO-5046)10 mg/kg

对照组静脉给予等量生理盐水. 胰腺移植后3 6 12

24 h 各组分别处死4只动物 取血及胰腺移植物标本

置低温冰箱保存待测. 特异性钙离子载体(A23 187) 2 µmol/L
(Sigma); 磷脂酶C抑制剂(U73 122) 5 µmol/L (Biomol); 内质
网钙释放阻滞剂(TMB-8) 50 µmol/L (Biomol); 核转录因
子-κB 抑制剂(PDTC) 10 µmol/L (Sigma); NE 抑制剂
(ONO-5046) 10 mmol/L (日本熊本大学山口康雄副教授

惠赠).

1.2 方法  免疫组化染色采用碱性磷酸酶法对胰腺移植物行

ICAM-1免疫组化染色 应用图像分析仪(METAMORPH

USA)进行半定量分析(标准化单位). 通过预实验发现 不

同浓度的NE刺激WK-5细胞后ICAM-1mRNA的表达水

平呈剂量依赖性增加. 然而 高浓度NE (10 mg/L)则导致

WK-5细胞从细胞培养平板上剥离. 故采用NE 5 mg/L刺

激WK-5细胞进行体外实验. 在RPMI 1640加 100 ml/L

FCS液中调整WK-5细胞浓度为106/ml 於 24孔培养

板中 在50 ml/L CO2 37 条件下培养24 h. 对胰腺

移植物及WK-5细胞行RNA分离提取和Northern blot分

析 检测 ICAM-1mRNA的表达.

        统计学处理  实验数据以 sx ± 表示 采用统计学软
件包对结果进行方差分析和 t检验 判断各组间差异

显著性.

2   结果

移植后24 h胰腺移植物的免疫组化染色显示 对照组

的ICAM-1表达明显高于ONO-5046预处理的实验组

彩色图像分析半定量结果 ICAM-1 在对照组胰腺移

植物中的表达值为82 11 明显高于实验组的38 9

两组间有显著性差异(P <0.01).  Northern blot 分析 对

照组胰腺移植物ICAM-1mRNA表达水平明显增高 移

植后3 h达高峰 然后逐渐降低. 而实验组胰腺移植物

的ICMA-1mRNA表达水平明显降低(P <0.01 图1). NE

 对照组;   实验组.
图1  胰腺移植物中ICAM-1mRNA的表达.

加入WK-5细胞培养液后明显上调ICAM-1mRNA表达

水平 而ONO-5046 则明显抑制其表达 两组间有显

著性差异(P <0.01 图 2). NE加入WK-5细胞培养液后

ICAM-1mRNA表达水平(相对密度2.24 0.21) 特异

性钙离子载体(A23 187)增强NE刺激WK-5细胞的ICAM-

1mRNA表达水平(相对密度2.82 0.17) 相反 磷脂

酶C抑制剂(U73 122)则下调其表达(相对密度0.91 0.24)

而内质网钙释放阻制剂(TMB-8)和核转录因子-κB抑制
剂(PDTC)明显抑制NE刺激WK-5细胞的ICAM-1mRNA

表达(相对密度分别为0.20 0.03 0.17 0.02) ONO-

5046同样抑制NE刺激WK-5细胞的 ICAM-1mRNA表

达(相对密度0.84 0.16 图 3).

图2  WK-5细胞的 ICAM-1mRNA表达.

1  NE; 2  A23187 +NE; 3  U73122 +NE; 4 TMB-8+NE; 5 PDTC+NE; 6
ONO5046+NE.
图 3  不同试剂对WK-5细胞 ICAM-1mRNA表达的影响.

3   讨论

本实验证明NE抑制剂ONO-5046明显抑制大鼠胰十二

指肠移植再灌注后胰腺移植物中ICAM-1蛋白和基因的

表达. 有报道 ONO-5046对犬心脏移植的缺血再灌注

损伤亦有保护作用[10]. 人们从不同角度进行研究取得了

满意的成果[11-14]. 本研究体外实验提示 NE上调内皮

细胞ICAM-1mRNA的表达水平. 受体-G蛋白-磷脂酶

C(PLC)复合物被膜磷脂酰肌醇(PI)酶切形成第2信使二

酯甘油(DG)和三磷酸肌醇(IP3). 由PLC作用的IP3水解可

通过刺激受体或通过Ca2+通道的开放来调节[15, 16]. 细胞

间 IP3和Ca2+浓度的增加可被PLC抑制剂U73 122剂量依

赖性抑制. 弹性蛋白酶增强Ca2+内流 从而导致PLC的

激活. 这些结果提示 在弹性蛋白酶的作用下 ICAM-1

的表达可能与细胞Ca2+内流和磷脂酶C的激活有关. 本

实验通过弹性蛋白酶刺激大鼠内皮细胞 探讨ICAM-1

基因表达的信号转导机制.

     实验结果提示: NE 明显增加内皮细胞的 ICAM-

1mRNA表达 而NE抑制剂ONO-5046则抑制其表达;

Ca2+特异性载体A23 187上调内皮细胞ICAM-1mRNA的表

达 而Ca2+鳌合剂TMB-8则明显下调其表达; PLC的

活性是Ca2+ 依赖性的 PLC抑制剂 U73 122可以抑制由

NE刺激内皮细胞的ICAM-1mRNA水平的增高 证明

PLC参与调节 ICAM-1基因启动子在大鼠内皮细胞表

ICAM-1

β-Actin

    0   3   6 12 24  0  3  6 12 24 (h)

NE NE+ONO5046

ICAM-1

β-Actin

 0     3     6      12    24  0       3      6      12    24 (h)

ICAM-1

β-Actin

   1        2          3          4           5           6
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达的信号转导且与Ca2+内流密切相关. 当白细胞 单核

细胞表面的黏附因子(Mac-1)与细胞外基质结合后 可

激活细胞内的信号转导途径 细胞内Ca2+浓度增高是

白细胞迁移所必需的 而内皮细胞表面的 ICAM-1介

导了白细胞穿越毛细血管壁达到炎症损伤部位的黏附

和浸润过程[17]. 抑制蛋白酶活性对防止中性粒细胞迁移

以及局部或远隔器官损伤是有效的[18]. 缺血 细胞内钙

超载是移植物失功的重要因素[19]. 实验研究发现 缺氧

使移植物细胞内ATP 耗竭 导致细胞内钠 钾 钙

离子紊乱[20].

      胰腺缺血再灌注损伤可导致微循环障碍[21]. 乏氧

缺血再灌注损伤可通过酪氨酸磷酸化依赖性通道活化

NF-κB[22] 后者可与多种炎症因子基因启动子的 κB序
列结合 参与炎症递质 黏附因子基因的转录. 这些炎

症递质可以活化内皮细胞 单核巨噬细胞 白细胞 释

放氧自由基 NE等物质进一步加重组织损伤. NF-κB
介导多种免疫调节因子的表达 IκBα是NF-κB 的主
要抑制因子. 增加细胞间钙离子信号传导通路能激活

Ca2+依赖性蛋白酶 他使IκBα蛋白溶解[23-29]. ICAM-1
基因5 调节区域有NF-κB结合位点 信号转导因子
可与之结合而影响 ICAM-1 基因的转录. 本研究证明

NF-κB抑制剂PDTC明显抑制NE诱导的ICAM-1mRNA
表达水平. NE 的蛋白分解增加了内皮细胞的通透性

并且是内皮细胞变形和分离的最有效的蛋白酶之一. 在

大鼠胰腺移植缺血再灌注后早期NE 明显增强 IL-8/

CINC mRNA表达 并上调ICAM-1在内皮细胞的表达.

4     参考文献
1 Nakae H, Endo S, Sato N, Wakabayashi G, Inada K, Sato S.

Involvement of soluble adhesion molecules in acute
pancreatitis. Eur Surg Res  2001;33:377-382

2 Bhatia M, Neoptolemos JP, Slavin J. Inflammatory mediators
as therapeutic targets in acute pancreatitis. Curr Opin Investig
Drugs  2001;2:496-501

3 Menger MD, Plusczyk T, Vollmar B. Microcirculatory derange-
ments in acute pancreatitis. J Hepatobiliary Pancreat Sury  2001;
8:187-194

4 Telek G, Ducroc R, Scoazec JY, Pasquier C, Feldmann G, Roze
C. Differential upregulation of cellular adhesion molecules at
the sites of oxidative stress in experimental acute pancreatitis.
J Surg Res  2001;96:56-67

5 王凤山, 梁健, 刘永锋, 何三光. 大鼠全胰十二指肠移植后 IL-8/
CINC的变化. 中国医科大学学报  1999;28:20-24

6 Steer ML. Relationship between pancreatitis and lung diseases.
Respir Physiol  2001;128:13-16

7 Bhatnagar A, Wig JD, Majumdar S. Expression of activation,
adhesion molecules and intracellular cytokines in acute
pancreatitis. Immunol Lett  2001;77:133-141

8 Zaninovic V, Gukovskaya AS, Gukovsky I, Mouria M, Pandol
SJ. Cerulein upregulates ICAM-1 in pancreatic acinar cells,
which mediates neutrophil adhesion to these cells. Am J Physiol
Gastrointest Liver Physiol  2000;279:G666-676

9 Otsuka M, Takada Y, Fukunaga K, Taniguchi H, Todoroki T.
Activation of intracellular neutrophil elastase in the trans-
plantation of ischemic liver. Eur Surg Res  2001;33:355-360

10 Ueno M, Moriyama Y, Toda R, Yotsumoto G, Yamamoto H,
Fukumoto Y, Sakasegawa K, Nakamura K, Sakata R. Effect
of a neutrophil elastase inhibitor (ONO-5046 Na) on ischemia/

reperfusion injury using the left-sided heterotopic canine heart
transplantation model. J Heart Lung Transplant  2001;20:889-896

11 Rose NL, Palcic MM, Helms LM, Lakey JR. Evaluation of
Pefabloc as a serine protease inhibitor during human-islet
isolation. Transplantation  2003;75:462-466

12 Li YY, Li XL, Yang CX, Zhong H, Yao H, Zhu L. Effects of
Tetrandrine and QYT on ICAM-1 and SOD gene expression in
pancreas and liver of rats with acute pancreatitis. World J
Gastroenterol  2003;9:155-159

13 Salem MZ, Cunha JE, Coelho AM, Sampietri SN, Machado
MC, Penteado S, Abdo EE. Effects of octreotide pretreatment
in experimental acute pancreatitis. Pancreatology  2003;3:164-168

14 Meyer KC, Nunley DR, Dauber JH, Iacono AT, Keenan RJ,
Cornwell RD, Love RB. Neutrophils, unopposed neutrophil
elastase, and alpha1-antiprotease defenses following human
lung transplantation. Am J Respir Crit Care Med  2001;164:97-102

15 Srinivasan S, Bernal-Mizrachi E, Ohsugi M, Permutt MA. Glu-
cose promotes pancreatic islet beta-cell survival through a PI
3-kinase/Akt-signaling pathway. Am J Physiol Endocrinol
Metab  2002;283:E784-793

16 Halonen J, Nedergaard J. Adenosine 5’-monophosphate is a
selective inhibitor of the brown adipocyte nonselective cation
channel. J Membr Biol  2002;188:183-197

17 Werner J, Z’graggen K, Fernandez-del Castillo C, Lewandrowski
KB, Compton CC, Warshaw AL. Specific therapy for local and
systemic complications of acute pancreatitis with monoclonal
antibodies against ICAM-1. Ann Surg 1999;229:834-840

18 Hartwig W, Jimenez RE, Fernandez-del Castillo C, Kelliher A,
Jones R, Warshaw AL. Expression of the adhesion molecules Mac-
1 and L-selectin on neutrophils in acute pancreatitis is protease-
and complement-dependent. Ann Surg  2001;233:371-378

19 Crenesse D, Neuilly G, Gugenheim J, Ferre C, Hugues M.
Mapacalcine specifically blocks hypoxia-induced calcium in-
flux in rat hepatocytes. Eur J Biochem  2003;270:1952-1957

20 Carlsson PO, Kozlova I, Andersson A, Roomans GM. Changes
in intracellular sodium, potassium, and calcium concentra-
tions in transplanted mouse pancreatic islets. Transplantation
2003;75:445-449

21 Fitzal F, DeLano FA, Young C, Rosario HS, Schmid-Schonbein
GW. Pancreatic protease inhibition during shock attenuates
cell activation and peripheral inflammation. J Vasc Res  2002;
39:320-329

22 Beraud C, Henzel WJ, Baeuerle PA. Involvement of regula-
tory and catalytic subunits of phosphoinositide 3-kinase in
NF-kappaB activation. Proc Natl Acad Sci USA  1999;96:429-434

23 Vaquero E, Gukovsky I, Zaninovic V, Gukovskaya AS, Pandol
SJ. Localized pancreatic NF-kappaB activation and inflam-
matory response in taurocholate-induced pancreatitis. Am J
Physiol Gastrointest Liver Physiol  2001;280:G1197-208

24 Hietaranta AJ, Singh VP, Bhagat L, van Acker GJ, Song AM,
Mykoniatis A, Steer ML, Saluja AK. Water immersion stress
prevents caerulein-induced pancreatic acinar cell nf-kappa b
activation by attenuating caerulein-induced intracellular
Ca2+changes. J Biol Chem  2001;276:18742-18747

25 McDonald MC, Mota-Filipe H, Paul A, Cuzzocrea S,
Abdelrahman M, Harwood S, Plevin R, Chatterjee PK, Yaqoob
MM, Thiemermann C. Calpain inhibitor I reduces the activa-
tion of nuclear factor-kappaB and organ injury/dysfunction
in hemorrhagic shock. FASEB J  2001;15:171-186

26 Jaffray C, Mendez C, Denham W, Carter G, Norman J. Spe-
cific pancreatic enzymes activate macrophages to produce
tumor necrosis factor-alpha: role of nuclear factor kappa B and
inhibitory kappa B proteins. J Gastrointest Surg  2000;4:370-377

27 Kim H, Seo JY, Roh KH, Lim JW, Kim KH. Suppression of NF-
kappaB activation and cytokine production by N-acetylcysteine
in pancreatic acinar cells. Free Radic Biol Med  2000;29:674-683

28 Giannoukakis N, Rudert WA, Trucco M, Robbins PD. Protec-
tion of human islets from the effects of interleukin-1beta by
adenoviral gene transfer of an Ikappa B repressor. J Biol Chem
2000;275:36509-36513

29 Han B, Logsdon CD. CCK stimulates mob-1 expression and
NF-kappaB activation via protein kinase C and intracellular
Ca(2+). Am J Physiol Cell Physiol  2000;278:C344-351

1398                ISSN  1009-3079   CN  14-1260/R                世界华人消化杂志   2003年 9月 15日  第 11卷  第 9期



World Chin J Digestol  2003 September;11(9):1399-1401
世界华人消化杂志 ISSN  1009-3079  CN 14-1260/R

2003 年版权归世界胃肠病学杂志社

P.O.Box 2345 Beijing 100023, China
Fax: +86-10-85381893
Email: wcjd@wjgnet.com  www.wjgnet.com

• 临床研究 CLINICAL RESEARCH •

聚乙二醇4000治疗老年人功能性便秘85例

张长青, 张国伟, 张葵玲, 付奕其

张长青, 张国伟, 张葵玲, 付奕其, 泉州市第一医院消化内科
福建省泉州市  362000
项目负责人: 张长青, 362000, 福建省泉州市,泉州市第一医院消化内科.
zcqing@pub2.qz.fj.cn
电话: 0595-2861258
收稿日期: 2003-03-07    接受日期: 2003-03-25

Clinical evaluation of polyethylene
glycol 4000 in treatment of functional
constipation in elderly patients

Chang-Qing Zhang, Guo-Wei Zhang, Kui-Ling Zhang, Yi-Qi Fu

Chang-Qing Zhang, Guo-Wei Zhang, Kui-Ling Zhang, Yi-Qi Fu, Depart-
ment of Gastroenterology, The First Hospital of Quanzhou, Quanzhou
362000, Fujian Province, China
Correspondence to:Chang-Qing Zhang, Department of Gastroenterology,
The First Hospital of Quanzhou, Quanzhou 362000, Fujian Province,
China.  zcqing@pub2.qz.fj.cn
Received: 2003-03-07    Accepted: 2003-03-25

Abstract
AIM: To evaluate the efficacy and safety of polyethylene
glycol (PEG) 4000 in the treatment of elderly functional
constipation in comparison with lactulose.

METHODS: A total of 85 patients with functional constipation
were enrolled in this randomized and comparative trial.
They received either PEG 4 000 (10 g, n =41) or lactulose
(15 ml, n =44) for 2-4 weeks.

RESULTS: The complete remission of constipation was signifi-
cantly higher in patients treated with PEG 4 000 in comparison
with lactulose group (2 wk: 63.6 % vs 39.0 %, P <0.01; 4 wk:
69.0 % vs 42.1 %, P <0.01). The mean Bristol score of stool
consistency during the 4 wk treatment was higher in the
PEG group (4.0±0.3 vs 2.9±0.2, P <0.01). At the end of
4 wk study, PEG 4 000 normalized the stool consistency in
81.5 % patients (lactulose group: 52.4 %, P <0.01). Thus,
PEG 4 000 was more effective in alleviating abdominal pain
and difficult defecation than lactulose. The side-effect in-
cidences were 11.7 % and 16.1 % in the two groups re-
spectively (P >0.05). There was no severe side-effect in
both groups.

CONCLUSION: PEG 4 000 is an effective and safe agent in
the treatment of elderly functional constipation.

Zhang CQ, Zhang GW, Zhang KL, Fu YQ. Clinical evaluation of poly-
ethylene glycol 4000 in treatment of functional constipation in elderly
patients. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(9):1399-1401

摘要

目的:  进一步探讨聚乙二醇(PEG) 4 000对治疗老年人功能

性便秘的疗效和安全性.

方法: 本试验采用随机 平行对照试验. 85例功能性便秘

患者随机分为试验组和对照组 分别接受PEG 4 000 (10 g

2 次 /d n =41)和乳果糖(15 ml 2 次 /d n =44)治疗

疗程2-4 wk. 观察排便次数和大便性状的变化.

结果: 治疗2 wk后试验组和对照组的总有效率(93.1 % vs

87.8 %) 4 wk总有效率(95.4 % vs 86.8 %) 均无显著性

差异; 但2 wk和4 wk显效率试验组明显高于对照组(63.6 %

vs 39.0 % P <0.01; 69.0 % vs 42.1 % P <0.01). 治疗期间

试验组和对照组平均Bristol大便性状计分分别为4.01±0.32
和 2.89±0.15 (P <0.01); 4 wk治疗结束时 试验组81.5 %
患者大便状态保持正常 对照组52.4 % (P <0.01). 用药

2 wk和4 wk时试验组腹痛 排便困难的缓解率优于对照

组(90.4 % vs 59.2 % P <0.01; 87.5 % vs 47.2 % P <0.01

和91.2 % vs 59.2 % P <0.01 74.2 % vs 53.1 % P  <0.01).

二组不良反应的发生率分别为13.6 %和17.0 % (P >0.05)

均无严重不良反应发生.

结论: PEG4000是一种治疗老年人功能性便秘有效 安全

的药物.

张长青, 张国伟, 张葵玲, 付奕其. 聚乙二醇4 000治疗老年人功能性便秘85

例. 世界华人消化杂志  2003;11(9):1399-1401
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0   引言

慢性便秘是常见的消化道症状 如广州地区成人慢性

便秘患病率为3.0 %[1]. 其中功能性便秘的主要病理生理

学改变为结肠通过时间延长 发生率随年龄增长而增

加. 研究显示 亚洲地区老年功能性便秘的发生率约

11 %[2, 3]. 由于便秘常严重的影响与健康相关的生活质量[4]

部分便秘患者并出现明显的敌意[5] 显示其发病存在

着明显的社会心理因素 因此引起消化界及社会的日

益关注. 除了一些严重的便秘患者(如结肠无动力 盆

腔裂孔疝等)需进行手术治疗外[6, 7] 大部分通过内科治

疗可以缓解 其中渗透性轻泻剂聚乙二醇(PEG) 4 000对

慢性便秘具有明显的疗效[8]. 为了进一步比较PEG 4 000

和乳果糖在治疗老年慢性功能性便秘的特点和安全性

我们进行了随机对照临床研究.

1   材料和方法

1.1 材料  年龄 60-75 岁门诊患者 便秘3 mo 以上

1 wk内自发的(即不用泻药的)排便次数小于或等于2次;
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至少有1/4的时间排便不畅或排出硬质粪便和 /或排便

困难 费力; 近 1 a内曾做过结肠镜或钡灌肠检查 除

外大肠器质性病变; 近1 mo内粪便常规和隐血试验无异

常. 85 例患者 男 38 例 女 47 例 年龄 66.8±11.4
岁; 病程13±9.3 mo.
1.2 方法  PEG 4 000 试验组(n =41)和乳果糖对照组

(n=44 ) 2 组患者年龄 性别 病程 入组前大便

性状分型 既往用药情况等均无统计学差别. 入组前二

组患者腹胀 腹痛 排便困难 食欲不振的伴随率

分别为43.2 % 21.1 % 53.2 % 26.0 %和 42.5 %

23.3 % 56.1 % 25.3 % 两组比较均无显著性差

别. 5例患者(试验组2例 对照组3例)未能完成2 wk

治疗被视为中途退出. 试验组服用PEG 4 000 (商品名: 福

松 Forlax 天津博福-益普生制药有限公司) 10 g

以一杯200 ml水化服 2次 /d; 对照组服用乳果糖口服

液(丹东市康复制药厂) 15 ml/ 次 2 次 /d. 试验用药

均在早餐 晚餐后服用. 疗程为 4 wk 如患者用药后

症状缓解和(或)患者不愿意继续服药 可在用药2 wk

后结束试验. 试验期间不服用其他通便药. 记录每日的有

效排便次数 根据Bristol 大便性状图谱记录大便性状

(Bristol 大便性状分型: 1型为分离的硬团 2型为团块

状 3 型为干裂的香肠状 4 型为柔软的香肠状 5

型为软的团块 6型为泥浆状 7型为水样便. 其中1

2 3 型为异常; 4 5 型为正常) 记录腹痛 腹胀

排便困难 食欲不振等症状 治疗前及治疗结束后检查

血 尿 粪常规 血电解质及肝肾功能. 分别在服药

2 wk和 4 wk末进行疗效评估.

         疗效评判标准: 显效为治疗后大便次数及性状均恢

复正常; 良效为治疗后大便性状或次数恢复正常; 有效为

大便次数及性状均未恢复正常 但较前有所改善; 无效

为大便次数及性状均无改善. 总有效率=显效率+良效

率. 便秘伴随症状的改善由缓解率表示 缓解率是指便

秘伴随症状评分在治疗2 wk和4 wk末较治疗前减低的

患者数与治疗前有此症状的患者数之比. 试验中出现的

不良事件均详细记录在不良事件表上 按国家临床试

验管理规范的有关规定 分为有关 可能有关 不能判

定 可能无关 无关5级. 其中严重不良事件定义为: 导

致患者死亡或残疾的 导致住院或住院日延长的.

        统计学处理  用SPSS11 for windows对数据作统计学

分析. 计量资料比较用非配对t检验或秩和检验; 计数资

料比较用 χ2检验.

2   结果

2.1 粪便性状改善情况  2组患者(0.81 vs  0.55次 /d)排便

次数在治疗的第1 wk逐日增加. 试验组到用药后第7-

8 d时 接近每日规律排便1次 在此后3 wk 的治疗

中 大便次数 (0.96 vs 0.75次 /d)保持在接近1次 /d 两

组间 P <0.05和 P <0.01. 治疗 2 wk后 试验组大便性

状恢复正常者为69.8 % 对照组为40.2 % (P <0.05). 4 wk

结束后 试验组81.5 %患者大便状态保持正常 对照

组52.4 % (P <0.01). 2组患者治疗期大便分型平均计分

分别为试验组4.01±0.32 对照组2.89±0.15 (P <0.01).
治疗2 wk和4 wk时2组显效(63.6 % vs 39.0 % P <0.01;

69.0 % vs 42.1 % P <0.01).

2.2 伴随症状好转情况  治疗2 wk试验组患者腹胀 腹

痛 排便困难 食欲不振4项症状缓解率分别为67.8 %

90.4 % 87.5 %和62.7 %; 对照组分别为50.3 % 59.2 %

47.2 %和 55.7 % 经 χ2检验 试验组腹痛 排便困
难的缓解率明显高于对照组(P <0.01). 经4 wk治疗试验组

患者腹胀 腹痛 排便困难4项症状缓解率分别为73.2 %

91.2 % 74.2 % 和 81.5 % 对照组分别为 67.1 %

59.2 % 53.1 %和 71.5 % 组间比较经 χ2检验试验
组腹痛 排便困难的缓解率明显高于对照组(P <0.01).

2.3副反应  2组治疗前和治疗4 wk后肝功能 肾功能

电解质比较无显著性差异(P <0.01) 同时 2组均无发

生肝功能 肾功能及电解质异常. 试验组44例患者中

出现副反应6例(13.6 %) 包括腹胀2例 肠鸣2例

稀便2例 其中2例因严重腹胀等退出研究. 对照组41

例患者中7例出现副反应(17.0 %) 包括腹胀3例 肠

鸣1 例 排气多1 例及头晕2 例 其中1 例因严重腹

胀 2例因头晕症状退出研究. 2组间的副反应发生率

无显著性差异(P >0.05)

3   讨论

慢性功能性便秘的病因是多因素的 患者结肠通过时

间延长的发病机制尚不十分清楚 可能与直肠低敏感

性 结肠壁中的内分泌细胞改变 结肠肌间神经丛病

理改变及复杂的社会心理因素有关[5,9-15] 但直肠动力

学特征则无明显改变[16]. 治疗应缓解主要的症状 并治

疗潜在的病理生理改变[17]. 部分患者可通过改变饮食习

惯(如增加纤维素及水份)使便秘得以缓解[2,18] 而饮苏

打水(carbonated water)则可减少食欲 加重消化不良及

便秘等症状[19]. 在功能性便秘治疗中 渗透性轻泻剂显

示出其明显的优越性 而逐渐受到重视[20, 21].

       PEG是一种长链高分子聚合物 在消化道内不被

吸收或代谢 不影响脂溶性维生素的吸收和电解质的

代谢 属于渗透性缓泻剂. 一般认为其通过氢键结合并

固定肠腔内固有的水分子 增加粪便的含水量 减少粪

便硬度 而改善便秘症状 但并不影响口-肛通过时间

结肠的转运时间和左半结肠的动力[22, 23] 但对慢通过

型便秘则可改善结肠通过时间[24]. 目前 PEG 4 000 及

PEG3350 已成为治疗功能性便秘的最常用药物[25-29]

研究表明 标准剂量的Forlax对肠道功能性改变所致便

秘效果最好 且较少引起水样便 对粪便嵌顿者则需增

大剂量 对如严重糖尿病伴发的便秘 应增加促动力药

治疗以达更好疗效[26, 29]. 长期服用PEG类缓泻剂不存在

安全问题[30-32] 并较乳果糖有较好的耐受性且费用较

低[25, 27, 28].
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本研究对85例老年功能性便秘患者进行2-4 wk对照观

察结果表明 患者服用PEG 4 000 (Forlax)后排便次数

逐日增加 治疗1wk后可接近每天排便1次; 治疗2 wk

和 4 wk后大便性状恢复正常的比例明显高于乳果糖组

(P <0.05-0.01); 2组治疗后大便分型平均计分比较PEG

4 000组高于乳果糖组(P <0.01). 综合排便次数和大便性

状二项指标 我们认为PEG 4 000 和乳果糖对老年功

能性便秘均具有良好的治疗效果 两组2 wk和4 wk治

疗总有效率比较虽无显著性差异 但显效率存在显著

性差异(P <0.01) 这与PEG 4 000 能有效改善便秘患

者的大便性状有关. 我们还发现PEG 4 000在改善便秘

患者排便次数和大便性状的同时 能有效缓解患者腹

胀 腹痛 排便困难 食欲不振等伴随症状 PEG

4 000组在服药2 wk和4 wk时对腹痛 排便困难的缓解

率明显优于乳果糖组(P <0.01). 在副反应方面 文献[32]曾

有引起胰腺炎的报告 本研究显示2组均无严重不良事件

的病例出现 副反应的发生率两组无显著性差异(P >0.05).

因此 PEG 4 000是一种治疗老年功能性便秘的安全 有

效的药物.
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编者按  胃肠道肿瘤是指发生在咽 食管 胃 十二指肠 小肠 结肠和直肠的良恶性肿瘤. 据

统计 我国男 女性前5位肿瘤死因分别是胃癌 食管癌 肝癌 肺癌 结直肠癌和胃癌 宫颈癌 食

管癌 肝癌 肺癌 可见胃肠道肿瘤特别是恶性肿瘤是我国肿瘤患者死亡的主要原因之一 严重危害

我国人民健康. 1980年代初 由于我国对胃肠道肿瘤影像诊断的重视 特别在早期胃肠道恶性肿瘤

钡剂造影诊断方面取得较大突破. 近年来 随着医学科学的不断发展 仪器设备的不断更新换代

特别是新的成像技术不断涌现 为胃肠道肿瘤的全面综合影像诊断和微创介入治疗取得新的突破创造

了条件. 为了加强这个领域的基础理论和临床应用研究 普及胃肠道肿瘤的影像诊断和介入治疗方面

的新理论 新技术 新方法 本刊特邀有关专家就胃肠道肿瘤的影像诊断和介入治疗问题 结合

自己的研究和临床应用经验 进行系统介绍和讨论 以飱读者.

1 胃肠道肿瘤的X线诊断 1402

2 胃肠道肿瘤CT诊断 1404

3 胃肠道肿瘤MRI诊断 1406

4 胃肠道肿瘤超声诊断 1408

5 胃肠道肿瘤核素诊断 1410

6 胃肠道肿瘤血管和非血管双介入治疗 1413

胃肠道肿瘤的X线诊断

尚克中, 程英升, 吴春根

尚克中, 程英升, 吴春根, 上海交通大学附属第六人民医院放射科
上海市  200233
项目负责人: 程英升, 200233, 上海市宜山路600号, 上海交通大学附属第
六人民医院放射科.  chengys@sh163.net
电话: 021-64368920    传真: 021-64701361
收稿日期: 2003-03-08    接受日期: 2003-03-29

尚克中, 程英升, 吴春根. 胃肠道肿瘤的X线诊断. 世界华人消化杂志  2003;

11(9):1402-1404

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1402.asp

0   引言

胃肠道肿瘤的X线诊断主要包括透视 平片 造影等

成像技术. 造影又分单对比 双对比造影. 双对比造影

(double contrast radiography DC)经过多年的不断改进

和完善 已发展成为现代双对比造影. 由于现代双对比

造影对胃肠道病变的诊断具有方便 快捷 准确等优

点 多年来得到广泛应用 并一直作为胃肠道肿瘤诊

断的基本方法之一.

1   面临挑战中的双对比造影新进展

近20 a来 以现代DC为代表的钡剂造影或钡检(barium

radiography barium examination)作为显示胃肠道器官病

变的基本诊断手段 经历了迅速提高 蓬勃发展 几乎

没有竞争对手的鼎盛时期之后 近10 a来已逐渐转入

到面临主要来自内镜和其他影像手段的挑战和竞争

逐渐丧失优势的危机时期.

       面对严峻的挑战 许多专家承认钡检确实存在不

少严重问题 指出钡检 如不改进 有被淘汰的可能

并不断努力 在许多方面取得了令人瞩目的新进展[1-20].

1.1 价值和表现  DC的表现及其与病变病理改变的对照

研究[21-23] 近年仍常有新发现 其中较有价值者有: (1)

胃窦幽门肥大皱襞的意义. 1999年Arora et al [24]在1 796例

胃DC片中选出有胃-幽门肥大皱襞者进行分析: 肥大

皱襞呈黏膜下平整块状者37 (92 %)例 证实其非为肿

瘤 认为此表现不需再作内镜及活检. 另有报道认为CT

检查发现胃窦有粗大皱襞时应再作DC检查而不必做内

镜; (2)胃和十二指肠粗大息肉状或结节状皱襞与炎症和

幽门螺杆菌有密切关系;  (3)7例胃非息肉性腺瘤中的4

例表现为边缘凹陷 瘤体平坦或脐状凹陷 在双对比
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瘤 认为此表现不需再作内镜及活检. 另有报道认为CT
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影像和大体病理上均与 c型早癌难以区别; 结肠增生

性小息肉亦可有此表现; (4)呈分散灶状的胃小区增大为

肠腺化生的表现; (5)城垛样隆起可能为子宫内膜移位至

肠道的特征性表现; (6)用经口插管DC查出的99例胃早

癌或微小进展癌中在内镜下却 有时难以肯定 可

说明DC精查的重要价值.

1.2 技术欠缺与影像认知问题  钡检技术的欠缺致病变

不能显示或虽已显示但因疏忽或不熟悉未能认知而导

致漏误诊者很常见 据我国315个单位调查 DC技术

有欠缺者占29 % 因未能认知DC病变影像而发生漏误

诊者33 %[14].

1.3 幽门螺杆菌  幽门螺杆菌(Helicobacter pylori Hp)

于 1980 年代初被发现并逐渐证实其与胃炎 消化溃

疡 胃癌 胃淋巴瘤等病有密切关系 对Hp的诊断和

治疗已形成了一次胃肠病学的 革命 迄今仍处于 Hp

时代 [24, 25]. Hp可浸润胃和十二指肠黏膜 发生水肿

和炎性反应. Levine et al [26]发现Hp胃炎患者的DC像

中 47 %有胃或十二指肠球部皱襞粗大或呈颗粒状 但

有此表现而无Hp者亦占22 % 无特异性. 胃小区增大

达3 mm以上的88例中16 %有Hp 对照组大于此值

者仅3例. 有作者认为DC见胃或十二指肠有粗大皱襞

经呼气尿素试验或血清试验呈Hp阳性者可给予抗Hp

的三联药物治疗而不必再行内镜检查.

1.4 非内镜的DC导向活检  钳取活体组织作组织学的

定性诊断是内镜的主要优势之一. 但亦有内镜活检后难

以作出诊断需等待一段时间后作钡检的情况[2]. 不经内

镜 在DC定位导引下经鼻胃管作胃与十二指肠的活检

现已有成熟的经验和满意的效果[2]. Bender et al [25]报告

的DC导引下126例胃和十二指肠活检的结果 证实为

Hp胃炎者49 % 非Hp胃炎者29 % 阴性者29 %

30 %活检阳性而双对比无异常表现; 与同期进行的内镜

活检结果比较 DC活检的敏感性和特异性分别为94 %

和100 %. DC导引活检由放射科医师操作 方便易行 2-

3 min 内即可完成 无并发症 费用低廉 与内镜活

检费用之比为1 2.6.

1.5 数字荧光成像  用数字荧光成像(digital fluoroscopic

imaging DFI)机摄取和处理钡检影像是胃肠放射学发

展的方向[26]. 与普通X线机比较 数字机的主要优点有:

(1)曝光时间短 器官蠕动影响小; (2)射线剂量低(较普通

钡检少50-80 %); (3)不需换片 洗片等手续 节省人力

和时间; (4)可对影像作后处理; 有些密度差别很小的小病

变(如肠气囊肿)只有在后处理时才能发现 [27]; (5)影像的

保存和传输极为方便 是实现 无片放射科 和PACS

的主要组成部分.

        数字机屏幕的像素数为1 024 1 024 (现已有2 000

2 000 者) 低于胶片影像的分辨率 因DC影像不需

要很高的分辨率并需在较短时间内完成检查 用数字

机是最适合的选择. 虽然也有认为数字机胃肠造影的影

像有时较差而持反对态度的意见 其主要原因大概是

未掌握数字机的性能和技术的欠缺以及未做好影像的

后处理所致.

2   小肠

小肠是内镜的盲区 而钡检可完全显示. 经口插管小肠

造影(enteroclysis)被认为是诊断的金标准[28]. 报告此法检

查的184例中的15 %发现病变而用其他各种影像检查

和内镜未能查出. 近年小肠钡检的新进展有: (1)提高口服

钡剂小肠造影效果和检查便捷性的研究 重新观察了

钡剂通过小肠抵达盲肠的正常时间(平均86 min); (2)促

动力药应用效果的研究; (3)不经插管口服钡剂和产气剂

行小肠DC方法的研究; (4)经肛气囊阻塞行回肠DC的研

究 可显示鹅口疮样的微小病变; (5)检查方法的改进使

小肠病变的检出率显著增加 例如发生于小肠的子宫

内膜异位症在一篇文章中报道5例; (6)用 CT检查小肠

皱襞有一定价值.

3   结肠

由于结肠内镜检查操作难度大 穿孔机会多 且有约

15 %的例次不能抵达近段结肠 所以钡剂灌肠造影在

结肠病变诊断中的重要地位在较长时期内不会改变. 在

美国 结肠灌肠造影已被列入结肠癌普查方法和医保

范围; 导致结肠钡灌肠数量持续下降的主要原因是该普查

方法也包括直肠镜和乙状结肠镜检查 因其应用方便并

可进行息肉切除治疗. 钡灌前的肠道准备和规范的检查技

术对病变的检出十分重要 为此 Rubesin et al [29]不久前

又发表了专文 呼吁必须重视结肠钡灌DC技术.

4   辅助药物

低张药与促动力药是钡检常用的2种药物. 报道表明: (1)

低张药物在双对比造影中仍被许多单位常规应用; (2)比

较了不同品种的此类药物(如 glucagon hyoscine)给予

的适宜时间与效果的关系; (3)不同药物对不同器官低张

效果的差异(对十二指肠的效果较对胃者差 剂量应加

倍; hyoscine 的作用效果与glucagon无明显差别); (4)发现

将glucagon滴入鼻腔所达到的低张效果与同剂量肌肉注

射者的效果相同 发现了一种可能是更为方便的给药

途径; (5)报道认为促动力药如胃复安(metoclopramide)可

使口服钡剂在较短时间内通过小肠和大部分结肠 检

出其比较明显 突出的病变 钡检前5-10 min 服药

较适合.

5   新造影剂

符合DC要求的优质钡剂的成功开发是1970年代DC得

以提高和普及的首要条件和基础. 但当今的钡剂仍有不

少不足之处 主要是密度过高 黏附力较差和经胃肠

腔壁破损处漏溢后的严重危害性. 据报道 一种新型的

不含钡碘水造影剂已研制成功 性能优于钡剂而无上

述钡剂的缺点 临床前实验获得满意结果[30].
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6   动力疾病

胃肠动力疾病的发病数日渐增多. 在咽部吞咽障碍和吸

入等异常情况的检查方面动态造影有不可代替的重要

作用[9-11]. 动力疾病的造影检查已成为胃肠放射学主要发

展方向之一. 近年的研究将咽和食管动态造影或排粪造

影检查与公认为是 金标准 的测压法密切结合或同步

对照 对其相关器官的功能性和结构性异常的发现有

重要价值[12 ]. 据统计 美国临床各科上胃肠道钡检申请

单中吞咽障碍 消化不良等以动力病变主要症状为拟

诊而要求观察胃肠动力情况者占40 %以上.

       总之 我国的胃肠道放射学和钡检面临的挑战形

势可能较国外更为严峻 在未来发展中我国放射学家

应予更多的关注.
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0   引言

胃肠道肿瘤一向以钡剂检查和内镜及内镜下活检为主

要手段 但在CT出现约20 a间内 CT技术发展日新

月异 新的成像方法不断涌现 随着CT新技术在临

床的推广应用 CT 在胃肠道肿瘤诊断中的作用日显

突出.

       1969年Housefield 发明了CT以来 许多研究者不

断尝试用CT诊断胃肠道肿瘤 但早期则常规CT扫描

速度慢和图像分辨率低 常规CT一直作为钡餐和内镜

的补充检查手段[1-3]. 1989 年 单层螺旋CT(SCT)的出

现 开创了CT容积扫描的先河 显著的扩大了CT在

胃肠道肿瘤检查方面的应用范围[4, 5]. 1998年多层螺旋

CT (MSCT)的开发成功 标志了CT历史的又一次重大

革新 显著地提高了CT图像的纵向分辨率 扫描速度

明显加快 比单层螺旋CT的扫描速度提高约4-8倍. CT

的两维和三维成像技术日趋标准化 多平面成像
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6   动力疾病

胃肠动力疾病的发病数日渐增多. 在咽部吞咽障碍和吸

入等异常情况的检查方面动态造影有不可代替的重要

作用[9-11]. 动力疾病的造影检查已成为胃肠放射学主要发

展方向之一. 近年的研究将咽和食管动态造影或排粪造

影检查与公认为是 金标准 的测压法密切结合或同步

对照 对其相关器官的功能性和结构性异常的发现有

重要价值[12 ]. 据统计 美国临床各科上胃肠道钡检申请

单中吞咽障碍 消化不良等以动力病变主要症状为拟

诊而要求观察胃肠动力情况者占40 %以上.

       总之 我国的胃肠道放射学和钡检面临的挑战形

势可能较国外更为严峻 在未来发展中我国放射学家

应予更多的关注.
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0   引言

胃肠道肿瘤一向以钡剂检查和内镜及内镜下活检为主

要手段 但在CT出现约20 a间内 CT技术发展日新

月异 新的成像方法不断涌现 随着CT新技术在临

床的推广应用 CT 在胃肠道肿瘤诊断中的作用日显

突出.

       1969年Housefield 发明了CT以来 许多研究者不

断尝试用CT诊断胃肠道肿瘤 但早期则常规CT扫描

速度慢和图像分辨率低 常规CT一直作为钡餐和内镜

的补充检查手段[1-3]. 1989 年 单层螺旋CT(SCT)的出

现 开创了CT容积扫描的先河 显著的扩大了CT在

胃肠道肿瘤检查方面的应用范围[4, 5]. 1998年多层螺旋

CT (MSCT)的开发成功 标志了CT历史的又一次重大

革新 显著地提高了CT图像的纵向分辨率 扫描速度

明显加快 比单层螺旋CT的扫描速度提高约4-8倍. CT

的两维和三维成像技术日趋标准化 多平面成像
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(multiplanar reformation MPR) 曲面重组法 (curved

planar reformation CPR) 最大密度投影(marimum intensity

projection MIP) 最小密度投影(minmum intensity

projection MinIP) 表面覆盖法成像(shaded surface display

SSD) 容积积分技术(volume-rendering technique

VRT)和CT血管造影术(CTA)正逐步向临床推广 CT仿

真内镜(CTVE)和 CT胃或结肠成像(CTG CTC)不断地

挑战传统的内镜和胃肠钡剂检查[6-10] 近年开发成功

的容积显示技术(VR)具有四维显影的效果 不断地开

拓医生的视野. 在胃肠道肿瘤检查方面 现代螺旋CT

检查所得到的信息是传统钡剂检查和内镜检查无法比

拟的.

1   胃肠道肿瘤螺旋CT检查技术[1-4, 6]

1.1 技术参数[3, 6]  通常采用螺旋扫描模式 取得的容

积资料用于后期的各种两维或三维图像重建. 单层螺旋

CT准直器宽度1-5 mm 螺距为1-1.5 mm; 多层螺旋

CT准直器宽度为4 1 mm或 4 3 mm 螺距为 4-

6 mm. 标准横断面图像有效层厚8-10 mm 两维或三维

重建图像层厚为一层准直器宽度的50 %.

1.2 患者准备和造影剂的选用  胃肠道准备同钡剂检查

并做碘过敏试验. 为了抑制胃肠道的蠕动 在没有禁忌

证前提下 通常在检查前选用低张药物 静脉注射0.1 mg

胰高血糖素或肌注20 mg山莨菪碱; 若观察肿瘤的血供

和邻近血管 须在检查时静脉团注90-120 mL非离子

型碘剂 注射速率3-5 mL/s. 胃肠道CT检查通常须在

检查前引入造影剂以显示内腔和管壁. 造影剂一般分阳性

造影剂和阴性造影剂两种: (1)阳性造影剂: 10-20 g/L硫酸

钡混悬液或20-30 mL/L水溶性碘剂 主要用于胃和小

肠的检查. (2)阴性造影剂:主要包括水 脂肪乳剂 空

气和二氧化碳 一般用于胃 十二指肠和结肠检查.

1.3 口服法螺旋CT胃肠道造影  口服法螺旋CT胃肠道

造影主要用于小肠造影. 在扫描前45 min开始 连续口

服阳性造影剂800-1 000 mL 扫描前15 min再服500 mL

后 进行一次屏气全腹部(包括盆腔)螺旋扫描. 范围包

括上起膈顶下至耻骨联合上缘 同时静脉注射含碘造

影剂 延迟时间70 s 扫描 以层厚50 %重建后传输

至工作站作后处理. 用MPR 联合CPR 进行编辑加工

作轴面 冠状面 矢状面成像 此法可显示全部小

肠 诊断小肠异常如肠梗阻 肿瘤等 尤其对部分

性小肠梗阻 结合横断面成像可显示肿瘤的特征 提

高小肠肿瘤诊断的准确率和定性能力.

1.4 胃肠道螺旋CT三维重建  不用口服造影剂 仰卧

位 全腹部一次扫描完成 以50 % 重建图像后在工

作站作后处理 获取轴面 冠状面 矢状面影像. 用

MPR联合CPR跟踪 沿着感兴趣区用软组织演算 取

得所需的多层重建影像. 此法可提供肠壁厚度 肠腔内

外肿块轮廓 范围的影像 也可在增强扫描后 进

行后处理重建 进一步显示肿瘤特征.

1.5 胃肠道空气铸型螺旋CT成像  首先需对胃肠道进行

充气 以气体作为对比剂 应用螺旋CT的VRT后处

理技术可获得类似双对比造影的胃肠道空气铸型三维

图像. 由于三维CT可对胃肠道管腔进行任意角度综合

观察 从而可以较好地显示胃肠道大体结构 又可显

示腔外肿块 所以优于双对比造影. 此法对小肠梗阻患

者或高龄体弱不能耐受其他检查者尤其适用 肠腔内

气体是诊断的依据 显示梗阻的原因和范围.

2   胃肠道肿瘤的定位和定性诊断[1-3]

通过CT的多平面成像可较准确地判断肿瘤位于腔内

壁内或壁外. 除了囊肿 脂肪瘤 畸胎瘤有一定的特

征性外 其他肿瘤的组织学特征较难判断 通常可通过

观察肿瘤的形态及生长方式判断肿瘤的良恶性. 恶性肿

瘤的主要CT表现有: (1)胃肠管壁局限或广泛增厚 向

腔内 外形成不规则形肿块; (2)肿块可累及邻近的脏器

和血管; (3)局部或远处淋巴结肿大; (3)肝脏多发转移灶;

(4)腹水形成. 良性肿瘤的CT表现主要有: (1)肿块多膨胀

性生长 呈圆形或椭圆形; (2)邻近脏器多为推压改变;

(3)无淋巴结肿大和腹水. 对于小于10 mm的肿瘤 定

性诊断正确率较低 而对较大肿瘤或进展期肿瘤的定

性正确率达85 %.

3   胃肠道恶性肿瘤的CT分期和治疗后随访

胃肠道恶性肿瘤的CT分期一直是近10 a来的研究热点

之一. 各家的研究结果存在一定差异. 采用动态增强扫描

可显示70 %胃肠壁的三层结构 但对判断T1 T2期

较表浅肿瘤的正确率较低 仅为38 %; 对 T3 T4期肿

瘤的判断正确率较高 可达78 %[8]. 对邻近或远处淋巴

结转移判断敏感性62 % 特异性达96 %[2]. 对远处实

质性脏器转移判断的敏感性达80 % 特异性达95 %.

周康荣 et al [2]研究了一组66例胃癌病例 经手术和病

理的严格对照 CT分期的准确率为86 % 术前切除性

评估准确率达92 %.

         CT可作为胃肠道恶性肿瘤术后随访检查方法. 一组

70例胃癌术后转移和复发研究[2]表明 只有约11 %病

例表现胃局部复发 而高达89 %的病例表现为邻近淋

巴结 肝脏和腹膜的转移. 故此 周康荣 et al [2]提倡应

将CT 和钡剂及内镜一样列为常规的随访方法 这样

三种方法相互弥补 以提高胃肠道恶性肿瘤术后转移

和复发的检出率.

4   胃肠道肿瘤CT仿真内镜成像

1994年Vining [5]首先报道了CT仿真内镜技术(CTVE).

CTVE具有较高的敏感性 特异性 安全性和耐受性

扩大了CT在胃肠道肿瘤检查中的应用范围. CTVE对直

径大于10 mm的息肉的敏感性及特异性分别为75 %和

91 % 直径介于6-9 mm的敏感性和特异性分别为66 %

和82 % 直径小于5 mm分别为45 %和 80 %. Vining
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和Hara et al [6]的两组独自的研究中 所有结肠癌(4/20
3/70)均被检出. CTVE的原始容积数据通过最小密度投
影法或透明法转换[10-14] 可以重建出类似胃肠道钡剂
造影图像 该图像可三维旋转 任意角度观察病变. 同
时可交互重建两维多平面图像 获得不同层厚的胃肠
道横断面 冠状面和矢状面图像.
        总之 胃肠道螺旋CT检查是一种非创伤性检查技
术 患者的耐受性好 同时具有较高的敏感性 特
异性和安全性. 随着多层螺旋CT技术不断突破和图像
后处理软件的完善 在胃肠道肿瘤诊断方面 CT 有

望成为与钡剂和内镜等检查方法同等重要的检查技术.
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0   引言

磁共振成像(MRI)是利用磁场中人体氢质子共振后产生

的信号成像的方法 不同的脉冲序列可产生不同参数

成像. 在人体可任意层面成像 图像具有优秀的组织分

辨率和空间分辨率 已成为中枢神经系统和肌骨组织

最重要的检查方法之一. 早期的磁共振机器扫描速度

慢 成像序列少 胃肠道MRI检查主要限于食管和直

肠的检查 随着MRI技术发展 如快速扫描 脂肪抑

制技术和胃肠造影剂完善 MRI在胃肠道的应用已日

趋广泛[1-3].

1   胃肠道肿瘤MRI检查及新技术[4-10]

1.1  线圈的选择

1.1.1 表面线圈  主要用于小范围胃肠道的成像 图像

信噪比高. 主要分体外表面线圈和腔内表面线圈. 近年开

发成功的相阵控线圈是由多个表面线圈组合而成 不

仅图像分辨率高 同时可较大范围成像 主要用于腹部

和盆腔节段性胃肠道检查. 腔内表面线圈的分辨率更

高 分辨率达 300 µm 目前应用较多是直肠表面线
圈和胃腔表面线圈 可清楚显示肿瘤局部侵犯的范围

用于术前肿瘤T 分期的评价.

1.1.2 体线圈  主要用于更大范围胃肠道成像 如胸部

的食管 腹部和盆腔的胃肠道. 主要用于肿瘤的检出

同时可显示其他脏器 可用于肿瘤淋巴结和肝脏等脏

器转移的分期评估.

1.2  造影剂的使用

1.2.1 血管造影剂  采用经静脉注射方式 主要用于显

示正常血管 肿瘤血管和肿瘤实质血供性质. 目前临床

应用最广泛的是钆剂 如Gd-DTPA.

1.2.2 胃肠道造影剂  采用口服或插管方式将造影剂引

入胃肠道 可将胃肠道充盈 利用造影剂与软组织间的

信号差 对比显示胃肠道管壁和管腔. 根据造影剂的信

号强度不同 分为阳性造影剂和阴性造影剂. 阳性造影

剂包括氯化锰 Mn-DPDP Gd-DTPA和柠檬酸铵等. 多

用于T2WI 如MRGI MR 小肠灌肠和MR结肠造影

检查. 阴性造影剂包括PROB 黏土混合物 空气 硫

酸钡混悬液 超顺磁性微粒. 在T1WI和T2WI都有阴性

造影效果. 水在T1WI具有阴性造影剂特性.

1.3 脉冲序列  胃肠道具有蠕动特性 静态和实时成像

需要较快的成像速度. MRI机器性能一般要求高场强(大

于1.0  Tesla)和快速梯度场. 常用的成像序列有常规自旋回

波序列(SE) 快速自旋回波序列(FSE) 扰相梯度回波序

列(SPGR或SGE) 辅以脂肪抑制技术和呼吸补偿技术.

1.4 胃肠道MR水成像  由于肠道在发生梗阻时产生大

量肠腔积液 肠液在MR重T2序列呈高信号 成为天

然的造影剂 此为MR水成像技术诊断基础. 扫描平面

包括轴面 冠状面 矢状面 扫描程序主要采用FSE和

快速 MR影像HASTE序列 可以显示肠壁增厚和梗阻

性肿块.
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1.5 MR结肠造影(MR colonography MRC)  MRC是

指从直肠灌入2 000 mL含量为0. 5 mol/L顺磁性造影剂

40 mL的溶液后采用一次屏气T1W扫描 获得高分辨

率3 D影像和重T2W 2D单次激发自旋回波影像. 该法主

要用于结肠息肉的诊断.

1.6 MR仿真内镜技术(MR virtual endoscopy MRVE)

MRVE是利用MR扫描的资料中原始图像 在工作站

用特殊的软件进行三维表面重建 选择正确的管腔阈

值先产生其内镜图像 从而可以直视观察空腔脏器内

表面的立体图像 类似解剖标本的黏膜皱襞 如内镜所

见. MRVE主要用于胃和结肠研究 结肠应用较多. 对

隆起性和狭窄性病变诊断准确性高 其主要缺陷是组

织特异性差 不能进行活检 对平坦性病变敏感性差. 故

对胃肠道肿瘤的整体诊断能力仍低于双对比造影和内镜.

2   食管肿瘤MRI

MRI一般作为钡餐 内镜和CT以外的备选检查方法

多用于食管癌的分期检查. 食管癌可切除性的评价研究

表明 MRI和CT正确性相仿 分别为84 %和87 %[11].

显示肿瘤侵犯椎骨和脊髓MRI优于CT. MR无须注射造

影剂即可鉴别邻近肿大淋巴结和血管. 食管囊肿在T2WI

呈高信号 没有强化是MR特征性表现; 食管平滑肌瘤在

T2WI倾向于等信号 而食管癌在T2WI呈明显高信号.

3   胃 十二指肠肿瘤MRI

MRI对小于1.0 cm肿瘤检出率较低 对进展期肿瘤检

出率高达95-98 %[12]. 胃癌表现胃壁不规则增厚 在

T1WI呈低信号 在T2WI呈中等高信号. MRI对胃癌的

T分期准确性为44-88 %; MRI对淋巴结转移的敏感性

41 % 特异性为94 %. 十二指肠肿瘤在MRI表现为腔

内肿块 同时可判断肿块对胰腺有无侵犯 MR胰胆

管造影( MRCP)可显示十二指肠肿瘤对胆管及胰管侵犯

程度.

4   小肠肿瘤MRI

MRI主要应用于小肠肿瘤检出和定位[13-16]. 平滑肌瘤多

为类圆形和椭圆形肿块 T1WI 为低信号 T2WI 呈中

等高信号 较大的肿瘤常伴坏死 坏死腔一般与肠腔相

通为其特点. 脂肪瘤多位于回盲瓣 T1和T2均为高信号

使特征表现. 腺癌和腺瘤恶变多表现为不规则形肿块

伴邻近肠壁增厚和肠腔狭窄. MR小肠造影可实时显示

造影剂在通过 可明确肿瘤引起肠腔狭窄或梗阻部位.

5   大肠肿瘤MRI

直肠和乙状结肠因其位置较为固定 MRI的应用最广

泛[17, 18]. 首先在肿瘤分期方面应用最多 体线圈检查分

期正确性为76 % 外部表面线圈分期正确性为89 %

腔内表面线圈分期正确性更高 达92 %. 其次主要用

于直肠癌术后随访检查 因手术瘢痕和肿瘤复发灶信

号不同可正确地判断肿瘤有无复发.

        MR仿真内镜(MRVE)可以产生结肠的三维图像[19, 20]

显示肠腔内的息肉和结肠癌 同时可参考辅助多平面

成像 定位诊断正确性几乎达100 %. MRVE比CTVE图

像空间分辨率低 但没有电离辐射损伤 MRVE检查时

无痛苦 耐受性明显高于结肠镜.

6   胃肠道肿瘤的MRS分析

磁共振波谱分析(MRS)可反映肿瘤细胞生化 代谢信

息 用于评估肿瘤细胞的活性.  如 3 1P 化合物包括

ATP PCr 和 Pi 的峰值测定可反映细胞磷代谢信息.

MRS有望成为胃肠道恶性肿瘤化疗和放疗后疗效监测

方法[21].

        总之 随着MRI机器普及和MRI技术的发展 MRI

在胃肠道肿瘤诊断方面将发挥越来越大的作用.
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0   引言

近年来随着超声诊断仪性能的改进和胃肠道肿瘤超声

诊断经验的不断积累及方法学的不断完善[1, 2] 超声探

测在此类疾病诊断中的价值日益提高.

1   食管癌的超声诊断

1.1 经体表超声诊断食管癌  探头频率取2.5-10 MHz

食管上段及近贲门部的食管下段肿瘤较易显示 该法

能弥补X线检查不足. 除了能提供肿瘤内部结构 浸润

深度及与周围组织关系和有无淋巴结转移外 还能通

过观察颈段食管的充气状况 间接反映中下段及贲门

有无狭窄及癌肿. 更能清楚显示经食管超声 X线钡餐

造影 内镜检查较易漏诊的食管入口处肿瘤[3, 4].

1.2 经食管超声(TUS)诊断食管癌  经食管超声(TUS)直接

式扫查可根据固有肌层回声带完整与否区别早期与中

晚期食管癌[5]. 还可根据肿瘤是否贯穿整个食管壁 外

膜光带是否完整来判断癌组织浸润肌层及外膜的程度.

并可将食管癌周邻脏器的受累程度分成不同粘连等级

为手术方案的制定提供客观依据. 因此经食管超声不失

为术前估测手术难度的一种简便 易行方法[6-9].

1.3 经超声内镜(EUS)诊断食管癌  通常经超声内镜(EUS)

探查可将食管组织显示为五层结构:第一层(强回声)为食

管表层黏液及鳞状上皮; 第二层(低回声)为黏膜层(m);  第

三层(强回声)为黏膜下层(sm); 第四层(低回声)为固有肌层

(pm); 第五层(强回声)为纤维膜[10-12]. 固有肌层又可分为内

环肌和外环肌 二者之间为中等回声的肌间组织. 吞水

时食管壁蠕动 管腔扩大 肌层变薄过程清晰可见[10].

       食管癌表现为管壁局部的正常层次结构纹乱 黏

膜层模糊不清 管壁多明显增厚 膨隆 边缘不规则

内部欠均匀的低回声实质性肿块. 食管癌有无淋巴结转

移关系到患者的预后. 淋巴结的大小 形态 内部回声

可用来观察有否癌组织转移 特别是淋巴结的回声类

型对判断有无转移更为重要. 内部回声欠均匀 与癌肿

的回声一致或呈圆形之低回声区 应强烈提示有转移.

依据肿瘤的浸润深度 对周邻组织结构的侵犯和淋巴

结肿大的情况 EUS对食管癌能作出较正确的TNM分

期. 肿瘤位于第1 2  3层回声带内相当于TNM系统的

I期癌(T1N0M0); 累及第4层相当于 期癌 如伴有局部

淋巴结转移为 B期(T2N1M0)  不伴淋巴结转移为 A

期(T2N0M0); 第 5层回声带中断 肿瘤对周邻组织结构

有侵犯征象并有局部淋巴结转移者相当于TNM分期的

期癌(T3-4N1M0);有远处转移灶时为 期癌(T4N1M1). 食

管癌分期对患者的处理有很大的帮助 如已有远处转

移( 期) 则无必要再作根除术 可作姑息性手术或

作放疗[10].

2   胃癌的超声诊断

2.1 胃癌的超声造影检查  由于生理状态下胃腔内积气

不能形成良好的反射界面以及受到超声诊断仪分辨率

的限制 经腹壁超声检查基本被经腹壁超声造影检查

所取代. 实践证明经腹壁超声造影检查诊断胃癌的方法

有较大的优点 由于应用造影剂排除了胃腔内积气及

黏液对声波传播的干扰 使之在声像图上清楚地显示

出胃腔的形态 胃壁的断层结构 从而得以测量胃壁的

厚度 辩认胃壁层次结构 同时提高了胃后方结构及胰

腺的显示能力. 能清楚显示肿瘤病变的部位 形态及大

小 而且更能显示病变浸润的深度及对脏器的侵犯 有

否淋巴结转移的情况 从而为临床正确诊断 合理治疗

与预后估计提供了重要的依据[11]. 胃超声造影检查 方

法简便 无论是采用无回声型的 胃快速显像液

还是有回声型的胃窗-85造影剂均对人体无任何创伤

与副作用 受检者易于接受 老幼皆宜. 为临床解决

了一大批年老体弱 或因病不能接受胃镜检查 或因

乙肝抗原阳性及有其他消化道传染病不宜接受胃镜检

查以及不愿意接受胃镜检查的患者就诊需要. 造影剂检

查显示的胃壁层次的组织学结构: 第一层强回声为界面

反射及黏膜表层 第二层低回声为黏膜层(m) 第三层

强回声为黏膜下层(sm) 第四层低回声为固有肌层(pm)

第五层强回声为浆膜(s) 浆膜下组织及界面反射[12].

2.2 胃癌的超声内镜诊断  EUS是将超声探头在内镜直

视下到达靶器官进行近距离探查 目前已成为胃癌诊

断的重要影像学技术. 由于避免了气体的干扰 腹壁脂

肪的衰减及具有探测频率较高的特点 其声像图表现

甚为清晰 组织层次尤为分明 除同胃超声造影描述的

特征外 有的甚至可探测出黏膜肌层及固有层内之纵

肌 总共可达9-11层组织结构[12]. EUS对胃癌侵犯深

度的判断 TNM 分期诊断优势甚为明显 特别是其
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诊断经验的不断积累及方法学的不断完善[1, 2] 超声探

测在此类疾病诊断中的价值日益提高.

1   食管癌的超声诊断

1.1 经体表超声诊断食管癌  探头频率取2.5-10 MHz

食管上段及近贲门部的食管下段肿瘤较易显示 该法

能弥补X线检查不足. 除了能提供肿瘤内部结构 浸润

深度及与周围组织关系和有无淋巴结转移外 还能通

过观察颈段食管的充气状况 间接反映中下段及贲门

有无狭窄及癌肿. 更能清楚显示经食管超声 X线钡餐

造影 内镜检查较易漏诊的食管入口处肿瘤[3, 4].
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为手术方案的制定提供客观依据. 因此经食管超声不失
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管表层黏液及鳞状上皮; 第二层(低回声)为黏膜层(m);  第

三层(强回声)为黏膜下层(sm); 第四层(低回声)为固有肌层

(pm); 第五层(强回声)为纤维膜[10-12]. 固有肌层又可分为内

环肌和外环肌 二者之间为中等回声的肌间组织. 吞水

时食管壁蠕动 管腔扩大 肌层变薄过程清晰可见[10].

       食管癌表现为管壁局部的正常层次结构纹乱 黏

膜层模糊不清 管壁多明显增厚 膨隆 边缘不规则

内部欠均匀的低回声实质性肿块. 食管癌有无淋巴结转

移关系到患者的预后. 淋巴结的大小 形态 内部回声

可用来观察有否癌组织转移 特别是淋巴结的回声类
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有侵犯征象并有局部淋巴结转移者相当于TNM分期的
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移( 期) 则无必要再作根除术 可作姑息性手术或
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2.1 胃癌的超声造影检查  由于生理状态下胃腔内积气

不能形成良好的反射界面以及受到超声诊断仪分辨率

的限制 经腹壁超声检查基本被经腹壁超声造影检查

所取代. 实践证明经腹壁超声造影检查诊断胃癌的方法

有较大的优点 由于应用造影剂排除了胃腔内积气及

黏液对声波传播的干扰 使之在声像图上清楚地显示

出胃腔的形态 胃壁的断层结构 从而得以测量胃壁的

厚度 辩认胃壁层次结构 同时提高了胃后方结构及胰

腺的显示能力. 能清楚显示肿瘤病变的部位 形态及大

小 而且更能显示病变浸润的深度及对脏器的侵犯 有

否淋巴结转移的情况 从而为临床正确诊断 合理治疗

与预后估计提供了重要的依据[11]. 胃超声造影检查 方

法简便 无论是采用无回声型的 胃快速显像液

还是有回声型的胃窗-85造影剂均对人体无任何创伤

与副作用 受检者易于接受 老幼皆宜. 为临床解决

了一大批年老体弱 或因病不能接受胃镜检查 或因

乙肝抗原阳性及有其他消化道传染病不宜接受胃镜检

查以及不愿意接受胃镜检查的患者就诊需要. 造影剂检

查显示的胃壁层次的组织学结构: 第一层强回声为界面

反射及黏膜表层 第二层低回声为黏膜层(m) 第三层

强回声为黏膜下层(sm) 第四层低回声为固有肌层(pm)

第五层强回声为浆膜(s) 浆膜下组织及界面反射[12].

2.2 胃癌的超声内镜诊断  EUS是将超声探头在内镜直

视下到达靶器官进行近距离探查 目前已成为胃癌诊

断的重要影像学技术. 由于避免了气体的干扰 腹壁脂

肪的衰减及具有探测频率较高的特点 其声像图表现

甚为清晰 组织层次尤为分明 除同胃超声造影描述的

特征外 有的甚至可探测出黏膜肌层及固有层内之纵

肌 总共可达9-11层组织结构[12]. EUS对胃癌侵犯深

度的判断 TNM 分期诊断优势甚为明显 特别是其
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具有活组织检查的功能 可取得病理学依据 大大确

立了其在胃癌的诊断 分期 选择治疗方案 肿瘤

随访 预后判断方面的临床价值[13-15]. 另有作者提出

对直径小于2 cm的黏膜内癌 可用经超声内镜黏膜剥

离切除术或激光照射法进行治疗[16]

        胃癌可分为: 黏膜层癌(m癌) 黏膜下层癌(sm癌)

固有肌层癌(pm癌) 浆膜层癌(s癌). 早期胃癌(m癌和sm

癌)的EUS声像图特点:黏膜层和黏膜下层隆起或凹陷

层次结构紊乱 黏膜下层呈虫蚀或缩窄图像[17]. 早期胃

癌的确诊要依靠胃镜活检. 进展期胃癌(pm癌和s癌)EUS

声像图特点[5]: (1)固有肌层癌(pm癌) 第三层中断 第

五层光滑; (2)浆膜层癌(s癌) 第五层不规则 断裂 与

周围组织分界不清.

2.3 彩色多普勒血流显像在胃癌诊断中的应用价值  高

分辨率 低速多普勒血流显像(CDFI)技术的发展为临床

提供了一种动态观察肿瘤内部及外周血管分布及血流

状态的先进手段 使肿瘤血管定量分析成为可能[18, 19].

孙英 et al [20]通过对一组67例胃癌和胃溃疡患者病灶内

血流状况的探查 对此作了报道. 该文作者对胃癌或胃

溃疡病灶行CDFI检查 设定仪器的彩色增益 壁滤波

血流速度量程等参数条件并保持一致. 根据病灶内血流

信号的多少 以血流信号最丰富的切面为准把其丰富

程度分为四个等级: 0级 -病灶内未见血流信号;   I 级 -

为少量血流 可见1-2个点状或细棒状血管; 级 -为

中量血流 可见3-4个点状血管或一个较长的血管; 

级─为多量血流  可见5个以上点状血管或2个较长的

血管.  结果提示 胃癌内血流信号检出率(89.7 %) 明显

高于胃溃疡(25 % P <0.01).  胃癌的血流信号丰富程

度分级多为 - 级 胃溃疡病灶内血流信号多为0-

I级 二者差异显著(P <0.01). B超与CDFI显示的血流

信号相结合  则胃癌诊断的敏感性 特异性和诊断率分

别是94.8 % 89.3 % 92.5 %. CDFI在胃癌和胃溃疡

的鉴别诊断中具有一定的实用价值 而且方法简便

可以作为胃癌鉴别诊断的辅助检查手段[21].

2.4 超声内镜声像图的纹理分析对胃黏膜下肿瘤的诊断

价值  超声内镜声像图的纹理分析是近年发展起来的用

于图像处理的一门新技术 系观察组织定征的方法之

一 其最终目的是对图像特征作定性或定量的结论. 目

前广泛应用的超声成像仪所产生的主要是组织形态学

上的成像 只解决了病变组织的形态 位置 而病理学

上的特征不清楚. 组织定征则试图了解组织的病理 生

理状况与组织声学参数之间的关系 为解决EUS对病

灶诊断的定量指标. 金震东et al [22]根据一组29例经EUS

诊断 病理确诊为胃黏膜下肿瘤患者的资料 选择平均

灰度 对比度 方差 斜度 峭度 五项纹理参数作为

胃黏膜下肿瘤超声内镜声像图的特征量加以分析. 结果

提示: 这些纹理参数值的变化与胃黏膜下肿瘤的声像图

特征具有很大的相关性 对胃黏膜下平滑肌瘤与平滑

肌肉瘤的性质鉴别有一定价值.

2.5 胃癌超声内镜分期与其细胞增生力学的关系  胃癌

超声内镜术前分期与术后病理结果高度一致性的结论已

有相当多的报道 并在临床逐渐推广应用. 郭文 et al [23]

通过超声内镜术前检查分期研究胃癌影像学改变与肿

瘤细胞增生力学之间的关系 通过对一组73例胃癌患

者进行TNM分期并取内镜活组织作核仁形成区嗜银蛋

白银染计数 增生细胞核抗原免疫组化及流式细胞

仪-DNA检测 作相关分析. 认为T3 T4期或有淋巴结

转移时 这些指标较T1期或无淋巴结转移时有不同程

度增高. 提示:  随着胃癌浸润转移进展  其黏膜存在

明显不同的增生力学的异常  而术前EUS分期与这种增

生力学的改变有较好的相关性; 以EUS术前分期为依

据  对术前活检标本的检测可以反映胃癌病变细胞生物

学行为改变的真实性 有助于临床术前对胃癌患者预

后的正确评估.

2.6 胃癌超声内镜分期与微小卫星DNA不稳定性(MIN)

关系的研究  郭文et al [24]根据同一组患者超声内镜术前

分期的资料  同时采用银染PCR-SSCP方法检测内镜

活组织第2 5 17号染色体4个位点的MIN. 结果MIN

总检出率为37 %. T1至T4期癌MIN检出率分别为40.4 %

33.3 % 39.3 % 35.7 % (P >0.05) 提示与胃癌的

浸润深度无关. 有淋巴结转移组为51.4 % 无淋巴结转

移组22.2 % (P <0.025). 认为MIN的出现与癌变及恶性

转移有一定的关系 MIN是胃癌病变中常见的分子遗

传学事件[25].

2.7 三维超声对胃癌的诊断价值  三维超声解剖图像逼

真 真实感强 对肿瘤的浸润 转移及对周邻关系的分

辨更加容易 有助于改善肿瘤的分级准确性[26].

3   结 直肠肿瘤的超声诊断

由于结肠腔充满内容物及气体 不断蠕动 多重反射

加上腹壁脂肪的声衰减使得经腹壁超声探测诊断肠道

肿瘤 尤其是早期肿瘤甚为困难. 目前EUS在直肠肿瘤

的诊断 分期 随访中发挥越来越大的作用 被认为是

直肠癌局部分期的最准确的影像学诊断技术之一 也

被推荐作为姑息性局部切除术患者的首选检查方法[27-33].
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0   引言

与常规的医学影像诊断技术(超声 X线CT 及MRI

等)不同 核医学显像(或核素显像)需要特定放射性核素

标记的显像剂即放射性药物 显像时先将放射性药物

引入(通过注射或口服等途径)人体内 再通过显像仪器

γ相机 单光子计算机断层显像仪(SPECT)或正电子计
算机断层显像仪(PET)进行体外平面 全身或断层扫描.

核医学显像的实质是显示特定的放射性药物在体内尤

其是病灶区域的分布或组织代谢状况 从而明确病灶

的性质或某种特性. 近年来 随着放射性药物研究及核

医学显像仪器的不断发展 核医学显像在临床肿瘤诊

断中的应用不断深入 其中也包括对胃肠道肿瘤的诊

断. 适用于诊断胃肠道肿瘤的放射性药物种类较多 不

同的显像剂反映了肿瘤的不同特性 当前最具临床应

用价值的是正电子放射性核素18F(氟)标记的脱氧葡萄糖

(18FDG). 18FDG PET显像不仅可以帮助鉴别胃肠道肿瘤

的良恶性 而且对胃肠道恶性肿瘤的分期分级 术后瘢

痕与复发灶的鉴别诊断及疗效的监测等方面都有较高

的临床应用价值. 另一些PET肿瘤显像剂正在发展中

其中 18F标记5-氟尿嘧啶(5-FU)有望很快应用于临床

指导胃肠道肿瘤的术后化疗. 其他核素显像方法如放射

性核素标记单克隆抗体进行免疫导向诊断 不仅可以

帮助明确胃肠道肿瘤的特性 同时可为免疫导向治疗

提供影像诊断学的依据.

1   适用于胃肠道肿瘤核素显像的种类

根据所用的放射性核素不同 核素肿瘤显像剂可分为

单光子核素放射性药物和正电子放射性药物; 而根据显

像药物的性质或体内代谢及作用机制的不同 也可将

放射性药物划分为: 代谢显像 药物显像 免疫显像及

受体显像等. 表 1列出了当前适用于诊断胃肠道肿瘤的

放射性药物及尚处于临床前期研究阶段但具有应用前

景的放射性药物[1, 2].

        前些年曾先后有其他多种放射性药物用于胃癌 结

肠癌等良恶性鉴别诊断 如: 67Ga 99mTc-PMT 99mTc-

植酸钠等. 由于这些显像方法在诊断的准确性及其他临

床应用价值有限 目前已经较少为临床采用.
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0   引言

与常规的医学影像诊断技术(超声 X线CT 及MRI

等)不同 核医学显像(或核素显像)需要特定放射性核素

标记的显像剂即放射性药物 显像时先将放射性药物

引入(通过注射或口服等途径)人体内 再通过显像仪器

γ相机 单光子计算机断层显像仪(SPECT)或正电子计
算机断层显像仪(PET)进行体外平面 全身或断层扫描.

核医学显像的实质是显示特定的放射性药物在体内尤

其是病灶区域的分布或组织代谢状况 从而明确病灶

的性质或某种特性. 近年来 随着放射性药物研究及核

医学显像仪器的不断发展 核医学显像在临床肿瘤诊

断中的应用不断深入 其中也包括对胃肠道肿瘤的诊

断. 适用于诊断胃肠道肿瘤的放射性药物种类较多 不

同的显像剂反映了肿瘤的不同特性 当前最具临床应

用价值的是正电子放射性核素18F(氟)标记的脱氧葡萄糖

(18FDG). 18FDG PET显像不仅可以帮助鉴别胃肠道肿瘤

的良恶性 而且对胃肠道恶性肿瘤的分期分级 术后瘢

痕与复发灶的鉴别诊断及疗效的监测等方面都有较高

的临床应用价值. 另一些PET肿瘤显像剂正在发展中

其中 18F标记5-氟尿嘧啶(5-FU)有望很快应用于临床

指导胃肠道肿瘤的术后化疗. 其他核素显像方法如放射

性核素标记单克隆抗体进行免疫导向诊断 不仅可以

帮助明确胃肠道肿瘤的特性 同时可为免疫导向治疗

提供影像诊断学的依据.

1   适用于胃肠道肿瘤核素显像的种类

根据所用的放射性核素不同 核素肿瘤显像剂可分为

单光子核素放射性药物和正电子放射性药物; 而根据显

像药物的性质或体内代谢及作用机制的不同 也可将

放射性药物划分为: 代谢显像 药物显像 免疫显像及

受体显像等. 表 1列出了当前适用于诊断胃肠道肿瘤的

放射性药物及尚处于临床前期研究阶段但具有应用前

景的放射性药物[1, 2].

        前些年曾先后有其他多种放射性药物用于胃癌 结

肠癌等良恶性鉴别诊断 如: 67Ga 99mTc-PMT 99mTc-

植酸钠等. 由于这些显像方法在诊断的准确性及其他临

床应用价值有限 目前已经较少为临床采用.
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表1  用于胃肠道肿瘤诊断的放射性药物种类

种类             单光子放射性核素标记         正电子放射性核素标记

代谢显像                99mTc-多聚糖*     18FDG(氟代脱氧葡萄糖)

                       75Se-蛋氨酸     11C-MET(11C标记蛋氨酸)*

         18FET (氟代酪氨酸)*

免疫显像      (131I 111In 99mTc)-CEA单抗      18F 标记多种单抗*

                   131I-肝癌单抗Fab片段1

受体显像          111In-Octotide

                         99mTc(V)DMSA

药物显像        18FU(fluorouracil) (5-氟尿嘧啶)

其他显像          99mTc-DX(大分子右旋糖苷)

* 处于临床前期研究阶段但具有应用前景的放射性药物.

2   18FDG PET显像

2.1 近年来在肿瘤的影像学诊断发展中 PET显像技术

引人关注. 大量的临床研究证明: 18FDG PET显像对大多

数肿瘤(其中也包括胃肠道肿瘤)的诊断价值显著 临床

应用的范围包括: 原发肿瘤的良恶性鉴别 对恶性肿瘤

进行分期和分级判断以及对肿瘤的疗效 复发和预后

进行评估等. 18F-FDG PET显像对多种恶性肿瘤的诊断

灵敏度和特异性都高达90 %以上[3-5]. 在北美和欧洲国

家 18FDG-PET 成像被先后批准用于肺癌 淋巴瘤

结肠直肠癌和黑色素瘤等10多种恶性肿瘤的临床诊断.

预期在不久的将来 更多的肿瘤会被批准应用 18FDG-

PET 显像. 国内也已经建立了多个PET中心 数十家

医院和医疗研究机构开展了 18FDG-PET肿瘤显像.

        早在1930年代 研究人员就发现恶性肿瘤组织细

胞中糖代谢显著增加 恶性肿瘤细胞糖代谢增加归功

于如下因素: 在肿瘤细胞表面葡萄糖转运蛋白分子GT

表达增加 尤其是转运能力较强的I型和 III 型转运分

子的表达; 有氧代谢途径的主要酶类如己糖激酶 葡萄

糖-6磷酸酶等的活性下降. 肿瘤细胞的葡萄糖摄取增

加 有氧代谢率下降 糖酵解的代谢率比例上升 糖异

生及糖原合成受到抑制. 18FDG在体内的分布和代谢过

程类似于葡萄糖 在肿瘤细胞中FDG被磷酸激酶磷酸

化成为6-磷酸-FDG 后者不是糖酵解酶的合适底物

因此6- 磷酸-FDG在肿瘤细胞中持续堆积 当6- 磷

酸-FDG在肿瘤组织中达到一个稳定高水平时 即可

进行FDG显像. 可见 18FDG显像的本质是反映了肿瘤组

织与肿瘤周围正常组织在糖代谢方面的差异[6].

       由于 18FDG显像可广泛应用于临床肿瘤诊断 近年

来针对18FDG显像的仪器即PET成像系统也得以迅速发

展 专用型PET仪器使用了8层64环探测器并进行容

积采集 使全身显像的时间可缩短到30 min 内. 新的

PET机型可和多排X-CT组合在一起成为CT/PET 这

样一次成像既可获得CT的解剖图像也可获得PET代谢

图像 大大方便了肿瘤病灶的定位和定性诊断. 另一方

面 许多双探头SPECT系统通过技术改造也可以进行

符合成像 以适用于较低成本的肿瘤 18FDG显像.

        专用型PET成像的另一个优点是对病灶进行量化分

析 其中葡萄糖代谢显像的一种半定量的方法标准摄取

值(SUV)已经在临床上广泛使用 SUV是相对于全身平均

摄取来说 在一个给定的感兴趣病灶摄取了多少的表示

如果 18FDG在整个全身的分布浓度是相同的 SUV的结

果就是1; SUV大于1表示该区域的摄取增加 小于1表

示这个区域的摄取减少 SUV大于2.5常提示病灶为恶性.

2.2 18FDG PET显像在胃肠道肿瘤诊断中的应用[1-11]

2.2.1 结肠直肠癌  在胃肠道肿瘤中 18FDG PET显像最

多见用于诊断结肠直肠癌. 但对于结肠直肠癌原发灶的良

恶性鉴别诊断 18FDG PET的临床价值有限. Strauss et al [1]

的研究结果表明: 18FDG PET在探测结直肠病灶方面比CT

灵敏 二者的灵敏度之比为2 1. Gupta et al [3]报道 在

44例术前组织学证明和4例高度怀疑结直肠癌患者中 全

身 18FDG PET的诊断灵敏度为100 % 而CT仅为37 %

但PET显像的特异性仅为43 % CT则为83 %. 18FDG

PET显像可探测到的最小病灶为1.5×0.5 cm. 由于正常肠道
淋巴组织丰富 且肠道的淋巴分布存在个体差异 因此人

群的 18FDG摄取及显像图也存在相当大的个体差异 同

时一些良性肠道疾病如炎症病灶(脓肿 憩室 寄生虫感

染及手术创伤等)均可显著摄取18FDG 因此18FDG PET显

像结果经常会出现假阳性结果. 虽然假阳性率较高 但对

于临床高度怀疑结直肠癌而其他相关检查不能明确诊断

时 18FDG PET显像结果仍具有一定的参考价值.

        对于结肠直肠癌的局部淋巴结分期 18FDG PET显

像和 CT 一样 诊断的灵敏度和阴性预测值都较低

临床意义不大. 其原因一方面在于 18FDG PET显像通常

不能显示小于1 cm的淋巴结转移灶 另一方面也与结

肠直肠癌所累及的淋巴结数量或转移淋巴结靠近原发

肿瘤有关. 但对于结肠直肠癌病灶的远处转移(包括肝转

移及其他肠道区域外的远端转移) 18FDG PET显像的

优势显著. 许多相关报道显示: 18FDG PET显像对于结肠

直肠癌肝转移的检查灵敏度和特异性均可高达90 %左

右 优于CT及MRI.
               18FDG PET显像的另一个显著的优势是探测结肠直

肠癌病灶的复发. 在结肠直肠癌在盆腔内复发的早期阶

段 实验室检查和解剖学显像往往很难明确诊断. 报道

显示18FDG PET显像能有效地鉴别诊断瘢痕和癌病灶的

局部复发 检查的灵敏度和特异性分别在91-94 %和

80-100 % 而CT则分别在52-60 %和 72-80 %. 同时

由于 18FDG PET可一次全身显像 显像结果还可明确

是否会出现远处转移灶 尤其当患者在随访过程中发

现CEA升高而常规显像呈阴性表现时 18FDG PET显像

可及时发现结肠直肠癌的复发或探明近端或远端转移灶.

        在监视疗效方面 18FDG PET显像是否能够精确地

评估结肠直肠癌病灶的状态目前尚无定论. 一般认为

癌病灶在经过化疗或放疗后的短时间内由于炎症反应

FDG摄取可能会增加 而疗效的变化可能在放疗后2-
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6 mo内方都显现.

2.2.2 胃癌  正常的胃黏膜组织摄取18FDG存在较大的个

体差异 且一些胃良性病灶(包括憩室 感染灶及胃镜

检查创伤灶)也明显摄取 18FDG 因此 18FDG PET显像

不能鉴别胃内原发病灶的良恶性. 同时由于 18FDG PET

显像常不能检测微小的恶性病灶(小于1 cm) 所以也不

适用于胃癌的局部淋巴转移探查 尤其是位于胃内和

胃周围的小淋巴转移灶. 但 18FDG PET显像可发现胃癌

的远端转移(包括肝转移及肝外远端转移) 诊断的准

确度远高于CT和其他影像学检查. 相关的研究报道显

示: 有12 %的胃癌患者在术前通过患者18FDG PET显像

发现存在远端转移(包括肝转移 纵隔或肺转移等). 另

外 胃癌术后及放化疗前后进行 18FDG PET显像有助

于及时发现或明确远端转移 临床意义显著.

2.3 其他PET肿瘤显像  由于胃肠道系统的正常组织对
18FDG 的摄取存在相当大的变异 同时一些良性胃肠

道疾病也可摄取 18FDG 因此 18FDG PET显像在诊断消

化道肿瘤的应用中存在不可避免的假阳性. 研究人员一

直在寻求新的肿瘤显像剂以代替 18FDG或弥补 18FDG显

像的不足. 文献报道较多的是采用 11C-Acetate (11C标记

胆碱) 11C-MET(11C标记蛋氨酸) 11C-ACPC 13N- 氨

水 13N- 谷氨酸 18FET(氟代甲基酪氨酸)及 18FU 等

其中以 18FET和 18FU的临床应用前景较为乐观.

       与 18FDG不同 18FET在肿瘤组织内的摄取及代谢

过程反映了肿瘤细胞的蛋白合成代谢速率. 许多研究报

道显示: 18FET PET显像不仅可以显示 18FDG呈阳性的癌

病灶 同时也可显示某些糖代谢率不高(即18FDG显像呈

阴性)的癌病灶 因此 18FET PET显像至少可作为 18FDG

PET显像的补充手段以提高PET肿瘤显像的灵敏度. 另

有报道提示 18FET PET显像还有助于鉴别癌病灶和炎

性病灶 后者的 18FET摄取率较低 因此 18FET PET显

像可望提高胰腺癌及其他胃肠道肿瘤的诊断准确率[7].

       针对胃肠道肿瘤的复发和转移的化疗药物中 5-

FU(5氟尿嘧啶)是最常用的化疗药物之一 其抗肿瘤的

方式有2种途径: 一是整合到肿瘤细胞的RNA中 二是

抑制DNA的合成. 结肠癌病灶对于5-FU的治疗反应性

存在相当大的个体差异性 有报道显示结肠癌患者对

5-FU反应较高的可达80 %以上 而低的仅为8 %. 尽

管采取动脉插管化疗可以提高5-FU在肿瘤病灶的灌注

率 但灌注率的提高并不意味癌病灶对5-FU 的摄取

和滞留率相应增加. 具有治疗指导意义的方法是采用18F

标记5-FU进行 18FU显像 根据显像结果预先判断5-

FU 治疗的有效性 从而使化疗方案具有明确的针对

性. Strauss et al [1]报道 静脉注射 18FU后 30 min左右

肝转移癌病灶摄取 18F(5-FU)达峰值 此时及随后的连

续显像可帮助确定5-FU在癌病灶内及周围正常肝组织

内的转运率 陷留(trapping)或代谢率. 2 h18FU显像测

定的SUV值与5-FU的疗效比率呈现了较好的相关性.

        由于正电子放射性核素有较好的理化和生物特性

因此不少研究采用 11C 13N 18F 等取代单光子放射性

核素标记单克隆抗体以进行肿瘤免疫显像. 但到目前为

止 较成功的肿瘤免疫显像仍采用 111In 131I 及 99mTc作

为显像核素.

3   免疫显像

肿瘤免疫显像是采用放射性核素标记抗体 再使标记

抗体与肿瘤细胞表面(或细胞内的)特异抗原结合 从

而实现肿瘤特异显像. 早在1981年 Mach et al成功采

用 131I 标记抗-CEA单克隆抗体(MoAb 23)进行了28例

肿瘤显像 显像的灵敏度为50 %. 迄今为止 应用CEA

单抗进行免疫显像的研究报道最多见 抗CEA单抗显

像不仅适用于诊断结肠直肠癌(包括确定原发灶 肝转

移灶 肝外转移以及进行复发灶监测和疗效判断) 同

时也适用于诊断胰腺癌及其他表达CEA肿瘤(如甲状腺

髓样癌等). 蔡端[9]报道用 99mTc-标记的 IMMU-4抗CEA

单抗进行结肠直肠癌显像 对原发病灶和复发灶的诊

断准确率分别为94 %和92 % 但也有报道显示抗CEA

免疫显像对结肠直肠癌的检出率较低 同时还存在一

定比例的假阳性和假阴性率. 影响抗CEA免疫显像结果

的因素较多 其中的关键因素包括肿瘤细胞表达CEA

的水平及所制备标记单抗的质量. 如患者血清有明显的

CEA异常升高 抗CEA免疫显像结果有助于发现体内

的隐匿性病灶 或明确结肠直肠癌原发灶的位置和性

质; 同时在结肠直肠癌的治疗和随访过程中再 次出现

CEA异常升高时 该显像结果有利于评价疗效或及时

鉴别复发灶和发现转移灶. 采用抗CEA免疫显像的另一

个突出优势是为免疫治疗(包括毒素标记和大剂量131I标

记抗CEA单抗)提供显像依据[12-20].

        针对胃癌的免疫显像 Saleem et al [20]报道采用213Bi

标记单抗E-cadherin delta 9-1(E-cadherin突变存在于弥

漫型胃癌组织内)进行免疫显像不仅可以示踪胃癌原发

灶及局部淋巴转移的范围 而且可进行 213Bi 局部内放

射治疗. Sakamoto et al [21]报道采用131I标记内皮素单抗用

于诊断和治疗表达内皮素的胃肠道肿瘤[21-25].

4   其他显像

肿瘤外科手术治疗中关键的问题之一是需在术前或术

中确定是否存在淋巴结转移 在胃肠道肿瘤中 胃癌

和直肠结肠癌的淋巴检查意义尤其显著. 与其他肿瘤的

淋巴结核素探查相类似 胃癌和直肠结肠癌的淋巴结

核素检查大致有2种类型: 一是在手术前进行前哨淋巴

核素显像; 二是在术中向原发灶内注射放射性淋巴示踪

剂 再采用淋巴探测仪进行探查. 检查所采用放射性药

物均可为阳性淋巴显像剂 其中目前最常用的是放射

性胶体 如 Tc-DX Tc- 硫化锑胶体 Tc- 白蛋白
胶体等 也有报道采用单抗显像剂. 术前进行前哨淋巴
核素显像多见于直肠癌的淋巴引流显像. 何超 et al [27]采
用肛门镜直肠黏膜下注射淋巴显像剂 然后进行核素
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显像显示直肠癌的淋巴结转移灶 结果该方法用于直
肠癌术前淋巴结转移的评估的敏感性为97.1 % 准确性
达87.5 %. 但也有报道显示直肠癌术前的放射性核素淋
巴显像在临床价值方面仍不及淋巴管造影[26-29].
        特殊类型的胃肠道肿瘤可分泌某些特定的激素成分
或肿瘤细胞表面表达特殊的激素受体 如胃小肠胰腺瘤
(GEP)和一些胰腺癌组织可表达生长抑素(somostatin)受
体. 针对内分泌特殊受体的核素显像剂 包括 111In-
octreotide 99mTc-(V)DMSA及 123I-MIBG等已经开始用
于内分泌肿瘤显像 同时也适用于探查或鉴别特殊类型
的胃肠道肿瘤[30-33]. 另外 当临床怀疑胃肠道肿瘤出现骨

转移时 可采用 99mTc-MDP全身骨扫描以明确诊断.
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血管介入治疗主要为经血管的灌注术和灌注栓塞术. 非

血管介入治疗主要为永久性带膜支架扩张术. 血管和非

血管双介入治疗是血管介入治疗和非血管介入治疗的联

合应用 在胃肠道肿瘤的姑息治疗中 具有较大价值[1].

1   食管癌

1.1 血管介入治疗  血管介入治疗方法主要有超选择性

食管动脉灌注化疗术. 赵振华et al [2]对食管癌动脉插管化

疗的靶动脉选择进行研究 得出胸上段食管癌主要由支

气管动脉或肋间动脉发出的食管支供血; 胸下段食管癌

主要由食管固有动脉供血; 腹段食管癌主要由胃左动脉

供血 提出动脉插管化疗食管癌时 应根据不同靶动脉

并在相应高度及方向插寻. 马广勤 et al [3]对不能手术的

晚期食管癌患者 采用支气管动脉 胃左动脉灌注 取

得一定的近期疗效 达到了提高生存质量 延长生命的

目的. 王麟川 et al [4]采用胃左动脉对贲门癌进行术前介

入治疗可使肿瘤病灶较快缩小; 减轻肿瘤的浸润黏连; 增

加肿瘤病灶周围的水肿; 有利于肿瘤的手术切除和剥离;

同时手术中出血量明显减少; 术后能有效地减少复发转移

的机会. 谢其康et al [5]对晚期贲门癌的介入治疗表明动脉

灌注化疗是晚期贲门癌的一种安全 快速和有效的疗法.

1.2 非血管介入治疗  非血管介入治疗方法主要有X线

引导下内支架置入术. 智发朝et al [6]对63例食管贲门癌

及瘘患者放置内支架 认为食管内支架是治疗食管贲

门恶性狭窄的有效方法; 带膜支架治疗食管贲门癌合并

食管气管瘘效果佳. 张伯生et al [7]采用国产CZES自膨式

带膜支架 结合其他疗法综合治疗重症晚期食管癌

贲门癌患者151例 认为可以获得满意疗效 明显改

善患者的生活质量 增强体质. 杨仁杰 et al [8]在117例

晚期食管癌患者中使用国产和进口支架放置术 认为

国产支架和进口支架在治疗效果上没有明显差异 晚

期食管癌患者的内支架姑息治疗是值得提倡 能明显

提高患者生活质量的好方法.

1.3 双介入治疗  双介入治疗主要为超选择性食管动脉灌

注术和内支架置入术同时应用或交替应用. 宋金龙et al  [9]

认为晚期食管癌进行支架成形术结合动脉灌注化疗 可

以明显改善患者生活质量 延长生存时间. 王执民et al [10]

采用动脉灌注化疗及食管内支架治疗恶性食管狭窄

认为食管内支架治疗恶性食管狭窄 安全 可靠 疗效

好 并发症少 必须配合动脉灌注化疗 否则易发生肿

瘤性再狭窄. 崔进国et al [11]对59例恶性食管狭窄患者置

入内支架 其中置入支架前后行化学药物治疗和(或)放

射治疗37例 认为中晚期食管癌内支架置入术是解除

吞咽困难有效的姑息治疗方法 应用带膜支架和同时

行化疗和放疗可防止因肿瘤生长而发生再狭窄 延长

患者生命.

2   胃和十二指肠癌

2.1 血管介入治疗  血管介入治疗方法主要有超选择性

动脉灌注化疗术(TAI)或化疗栓塞术(TAE). 李茂全et al  [12]

对不能手术或术后复发的胃癌行TAI和TAE治疗 1 a生

存率TAI组为25 % TAI+TAE组为60.7 % 得出TAI+TAE

是晚期胃癌治疗行之有效的新方法. 卢武胜et al  [13]对手术

前的胃癌患者进行选择性TAI 发现经选择性TAI患者

药物副反应轻微 持续时间短 临床症状改善明显; 术

后病理显示其有效率为92 % 杀伤原发癌灶和周围转移

淋巴结内癌细胞的效果显著高于全身化疗. 苏秀琴et al [14]

通过胃左动脉行丝裂霉素明胶微球(MMC-MS)栓塞的实验

研究 观察到MMC-MS主要栓塞于黏膜 黏膜下层血管

引起水肿和局灶性细胞脱落 糜烂 随着MMC-MS降解

4 wk时局部损伤恢复正常. MMC-MS栓塞胃左动脉引起的

组织损伤是可修复的 具有临床可行性. 李茂全et al [15]对

无手术指征胃癌(含术后复发)及合并转移患者行胃动脉

内 转移灶化疗栓塞 认为胃癌介入治疗的疗效评价应

包括原发灶 转移灶和淋巴结改变 反映疗效的是肿瘤

内部结构的变化 而非肿瘤大小的改变. 刘福坤 et al [16]

通过观察40例胃癌患者术前经腹腔动脉或胃左动脉插

管化疗后癌组织的血管形态和组织病理学变化 认为

介入治疗可以通过高浓度的化疗药物产生小血管和间

质炎症 使管腔狭窄或形成血栓 影响肿瘤血供 产生

病理性坏死 达到一定的治疗作用.

2.2 非血管介入治疗  非血管介入治疗方法主要有X线

引导下内支架置入术. 茅爱武et al [17]经口放置金属支架

治疗胃 十二指肠及空肠恶性狭窄67例 认为经口放

置金属支架能有效缓解胃 十二指肠及空肠梗阻 为提

高晚期肿瘤患者的生活质量 延长其生存时间 提供了

姑息性治疗的方法.

2.3 双介入治疗  双介入治疗主要为超选择性动脉灌注

术和内支架置入术同时应用或交替应用. 茅爱武 et al [18]

采用内支架置入结合动脉内化疗治疗14例十二指肠恶

性梗阻 所有病例梗阻症状解除 生存期明显延长 为

十二指肠恶性梗阻治疗提供有效的治疗经验.

3   结直肠癌

3.1 血管介入治疗  血管介入治疗方法主要有超选择性

动脉灌注化疗术. 王大健et al [19]经选择性肠系膜下动脉

灌注化疗治疗直肠癌 可以通过局部给药既能杀死肿

瘤细胞而又能使小血管内皮变性 坏死 以致闭塞血管.

还可刺激瘤周组织引起大量炎症细胞浸润及纤维组织

增生 加强对肿瘤的抑制作用 防止癌细胞扩散和转

移 从而延长术后生存期. 刘勇敢 et al [20]对56例直肠

癌根治术后经肠系膜上动脉 左(右)髂内动脉和肝固有

动脉进行局部灌注化疗 得出介入导管化疗可提高直

肠癌根治术后的5 a生存率 显著降低肿瘤的复发率和

转移率 副作用少. 刘福坤 et al [21]通过对术前介入化

疗对直肠癌细胞凋亡和增生的观察 认为直肠癌介入

治疗可暂时改善局部症状 其机制可能是通过诱导癌

细胞凋亡 而且这种诱导作用是一持续过程 在化疗
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后7-10 d仍然起作用. 胡庭杨et al [22]对术前病理证实的

51例大肠癌经选择性肠系膜上 下动脉插管灌注抗癌

药物后手术切除标本行组织学疗效观察 认为术前动

脉灌注抗癌药物治疗大肠癌组织学疗效显著 可降低

淋巴结转移率. 宋中金et al [23]对20例大肠癌患者行超选

择性插管化疗和明胶海绵栓塞 认为大肠癌超选择性

插管化疗和栓塞可改善临床症状 提高手术切除率 是

治疗大肠癌的有效方法之一.

3.2 非血管介入治疗  非血管介入治疗方法有X线引导

下内支架置入术. 茅爱武 et al [24]经肛门放置自膨式金属

支架治疗4例横结肠恶性梗阻 使梗阻即刻缓解 生活

质量提高 是一种有效的姑息性治疗方法.

3.3 双介入治疗  双介入治疗主要为超选择性动脉灌注

术和内支架置入术同时应用或交替应用. 宋中金et al [25]

对10例晚期直肠癌进行超选择性动脉灌注术和内支架

置入术双介入治疗取得明显疗效.

4   胃肠道癌

4.1 血管介入治疗   血管介入治疗方法主要有超选择性

动脉灌注化疗术. 苏杰[26]综述了国内外文献认为术后动

脉灌注化疗 腹腔内化疗和术中腹腔内温热灌注化疗

对进展期胃肠道癌肿有较大的价值.

4.2 非血管介入治疗  非血管介入治疗方法主要有X线

引导下内支架置入术. 程英升 et al [27]对120例上胃肠道

良恶性狭窄或阻塞患者进行介入治疗 认为带膜或部

分带膜金属支架是上胃肠道恶性狭窄或阻塞介入治疗

的首选方法. 茅爱武 et al [28]对198例消化道癌行金属内

支架置入术 认为金属内支架置入术是解决消化道梗

阻的有效方法 对提高患者生活质量有较大的意义.

4.3 双介入治疗  双介入治疗主要为超选择性动脉灌注

术和内支架置入术同时应用或交替应用. 茅爱武et al  [29,30]

对215 例和281 例因恶性肿瘤浸润 压迫所致的消化

道梗阻患者行动脉内灌注化疗药物和内支架安置双介

入治疗 认为支架放置后所有病例梗阻症状均获缓解

或减轻 接受双介入治疗者维持支架通畅时间较单纯

支架治疗者长 生存时间亦较后者明显延长 得出动脉

内灌药内支架放置双介入是标本兼治治疗消化道恶性

梗阻的有效的姑息性疗法.
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摘要

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma HCC)是我国常见恶性

肿瘤之一. 在西方国家 过去HCC并非致死的主要原因

但由于HCV的流行 HCC发病率也逐渐增加. 本文主要涉

及成人HCC患者的治疗 包括以下问题: (1)确定需要监测

的高危人群; (2)采取何种方法进行HCC的诊断; (3)选择最

佳治疗方案.
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0   引言

肝细胞癌是常见的恶性肿瘤 死亡率较高. 本文基本参

照英国胃肠病学协会(british society of gastroenterology)的

成人肝细胞癌诊断和治疗指南标准 为我国临床医生

提供肝细胞癌诊断和治疗的原则.

1   概述

1.1 用腹部超声及AFP检查进行监测能够发现肿块较小

的HCC.

1.2 HCC的治疗效果取决于发现HCC时肿块的大小.

1.3 尽管如上所述 但目前尚无确切的数据证实早期病

灶的检出能够延长患者生存时间或节省医疗开支.

1.4 应该在下列高危人群中进行肝癌的监测  (1)乙肝病

毒引起肝硬化的男性或女性患者 尤其是仍有病毒复

制的患者; (2)丙肝病毒引起肝硬化的男性或女性患者; (3)

遗传性血色病引起肝硬化的男性或女性患者; (4)已戒酒

或能配合治疗的酒精性肝硬化的男性患者; (5)原发性胆

汁性肝硬化的男性患者.

1.5 自身免疫性肝炎 硬化性胆管炎引起肝硬化的男性

或女性患者 以及酒精性和原发性胆汁性肝硬化的女

性患者中发生HCC的可能性较低.

1.6 监测方法包括每半年进行1次腹部超声和血清AFP

检查. 腹部超声应该采用合适的专业设备和经验丰富的

操作人员进行.

1.7 对于被监测人群 应该告诉他们早期诊断的意义.

2   HCC的诊断和治疗原则

2.1 HCC的诊断  (1)肝硬化患者若存在肝脏病灶性损伤

需高度怀疑HCC的可能; (2) 腹部螺旋CT(有无局部播

散)和胸部螺旋CT(有无转移)进行初步诊断; (3)MRI 血

管造影术及CT随访有助于提高诊断的正确率; (4)一般不

需要活检 并且活检引起针道转移的发生率达1-3 .

应该尽量避免对可能手术的病灶部位进行活检.

2.2 HCC的手术治疗  唯一被证实有效的治疗方法仍是

外科手术 即肝脏切除术或肝脏移植术. 用于评价治疗

效果的患者应符合单个小肝癌(小于或等于5 cm)或至多

3个小于3 cm的病灶. (1)对所有肝硬化和肿块较小的

HCC患者(小于或等于5 cm的单个结节或至多3个不超

过3 cm的病灶)都应考虑肝脏移植; (2) HBV仍在复制的

患者预后较差 以前是不考虑进行肝移植的. 目前随着

有效的抗病毒治疗 对肿块较小的HCC患者可考虑肝

移植; (3)在任何非肝硬化性肝癌患者(包括纤维板层样

癌)中 肝切除应该是首选的治疗方法; (4)肝功能良好

(Child-Pugh  A)的肝硬化患者如果不适合肝移植术 也

可选择实行肝切除术.

2.3 HCC的非手术治疗  非手术治疗只适用于那些无法

进行手术治疗的患者. (1)经皮乙醇注射(percutaneous

ethanol injection PEI)可导致较小癌灶的坏死. 该方法最

适合直径小于3 cm的周围病灶. 射频消融术可能是一种

较好的方法 但目前还没有足够的数据证实其疗效; (2)

化学栓塞能导致肿瘤坏死 改善患者预后. 用碘油进行

化学栓塞 能有效治疗HCC引起的疼痛和出血; (3)化疗

药物的有效率很低 仅在新药试验时使用; (4)与对照组

相比 给予三苯氧胺治疗并不能改善生存率 因此不推

荐激素疗法.

3   背景

3.1 HCC的流行病学  我国每年死于肝癌约11万人

占全世界肝癌死亡人数的45 . 在欧洲和美国HCC的

发生率也呈上升趋势 从 1980-1995 年 HCC 的发

病率增加了70 [1]. 目前对HCC的病原学已基本了解

HCC在世界范围的流行与病毒性肝炎平行 大部分病

例与HBV或HCV 有关. 酒精 遗传性血色病性肝硬

化 原发性胆汁性肝硬化等也与HCC发病相关[2]. 在英

国 至多40 的病例以肝癌为肝脏疾病的首发表现

而在日本80 的患者被发现HCC 时是无症状的 通



常是在对肝硬化患者进行筛查时被发现的. 影响HCC发

病的危险因素如下:

3.1.1 性别  研究发现男性HCC的发病危险性要高于女

性[3] 这是因为男性比女性更易发生HBV感染. HCV稍

有不同 男性与女性的患病比例是1.2 1 而感染HBV

的男女比例为1.9 1 引起这种现象的原因尚不明确.

3.1.2 年龄  HBV感染率较低的地区 HCC的发病年龄

很少低于45岁 例如英国HCC发病的平均年龄为66

岁. 在HBV感染率较高的地区 HCC发病年龄有两个

峰值: 45岁和65岁[4].

3.1.3 肝硬化的病史 90-95 %的HCC患者存在肝硬化的

病史[5]. 目前尚不清楚肝硬化本身在肿瘤发生过程中是否

起着重要作用 或者肿瘤与肝硬化是同时发生的 只

不过肝纤维化所需要的时间较短. 纤维板层样 HCC的男

女发病率相似 平均年龄30岁. 非肝硬化性HCC的患

者多有病毒性肝炎病史 尤其是感染HBV 后 病毒

能与宿主的DNA相整合. HCV及血色病患者也可发生非

肝硬化性HCC 但较少见.

3.1.4 肝脏疾病的病原学  不同原因引起肝硬化的患者

其HCC发病危险性有着很大的变异. 病毒感染(HBV或

HCV)有很高的危险性[6]. 每年进展为HCC的病毒性肝硬

化患者占3-5 有些报道更是高达12 [7]. 在不同

病原学的非病毒性肝硬化中 HCC发病危险性也不同.

遗传性血色病患者由于铁的沉着 发展为HCC的危险

性很高(年发病率7-9 )[8]. 相反 自身免疫性肝硬化

患者发生HCC的可能性很低. 酒精性肝硬化发生HCC

的危险性也较高 但由于患者继续摄入酒精 且该类患者

中心血管疾病的发病率很高 因此这种危险性很难量化.

酒精性肝硬化的男性患者中HCC的年发病率为1-4 现

有数据提示戒酒并不能阻止HCC的发展. 在女性中 酒

精性肝硬化的HCC发生率更难以计算 但据少量的文

献报道来看 似乎略低于男性[9]. 原发性胆汁性肝硬化

也有发生HCC的危险性 但相关的文献报道非常少. 然

而 已有的数据提示女性患者 即使已存在肝硬化 发

生HCC的可能性也较低[10]. Wilson s 病很少见 其

确切的HCC发病率难以计算.

3.2 HCC的自然病程  HCC从小结节开始发展 其无症

状期可持续数年. HCC的体积倍增时间大约在1-19 mo[11]

平均6 mo. 有人研究了未治疗的HCC患者的生存率

结果表明影响生存率的主要因素与肝功能不全的严重程

度和发现肿瘤时肿块的大小有关. 肝硬化 Child-Pugh A级

的患者如果不经任何治疗 其1 a生存率为50-90 %

而只有29 Child-Pugh C级的患者不经治疗可以存活

1 a. 发现肿瘤时肿块较小的HCC患者肿瘤体积倍增时

间相对较长 肿块小于5 cm的患者不经治疗的1 a生

存率达81-100 % 3 a生存率为17-21 %[11].

3.3 HCC的筛查方法  甲胎蛋白(AFP)是最常用的检测

HCC的肿瘤标志物 正常范围10-20 ng/mL 若超过

400 ng/mL则有诊断意义. 但在直径小于4 cm的HCC中

有约2/3的AFP测定值低于200 ng/mL 并有超过20 %

的HCC不表达AFP. 此外可以检测HCC中的AFP异质

体 但其诊断价值较低 因此未被广泛采用. 异常凝

血酶原也可作为诊断标志用于HCC 在 67 %的HCC

中发现升高 但是小于2 cm的HCC仅8 有异常. AFP

检测也可产生假阳性 病毒性肝硬化的再生结节可引

起AFP升高 范围在20-250 ng/mL. 长时期的AFP升

高 即使未达400 ng/mL也高度提示HCC的诊断.

        超声检查对较大的HCC有较高的特异性和敏感性

但对小病灶的诊断价值较低. 富有经验的操作人员和专用

的设备能提高诊断的正确率. 超声检查对直径3-5 cm的

病灶准确率为85-95 % 对直径1 cm病灶为60-80 %[12].

AFP和超声检查相结合能提高HCC的确诊率. 基于肿块

倍增时间 最初建议超声筛查的时间间隔为6 mo. 更高

频率的检查有助于提高检查的敏感性 但也会产生更

多的假阳性结果. 如果超声检查阴性 但AFP 水平升

高(未达HCC的诊断标准) 这类患者属于高危人群 需

要提高超声检查的频率(如3 mo).

3.4 HCC的筛查研究  HCC的筛查手段可以是单一的

AFP检测 但更多的是AFP与超声检查相结合. 在阿拉斯

加进行了一项对HBsAg阳性患者的调查研究. 1982/1998

研究者对2 230例HBsAg阳性患者进行了18 299 次AFP

检查. 20例发展为HCC 有5例不宜手术 14例进行了

切除术 但有6例复发[13]. 另一项对1069例HBsAg阳性

患者的研究发现有4 %被证实存在肝硬化 14例肝癌

其中6例进行手术治疗[14]. 使用超声和AFP检查对病毒

性肝炎患者的前瞻性调查发现64-87 %为单一肿块

43-75 %肿块直径小于或等于3 cm[15].

3.5 HCC 的诊断  临床上 超声检查可发现肝脏肿块

伴有AFP升高或不升高. 如果患者有肝硬化病史 肿

块直径大于2 cm 则HCC的可能性高于95 若有

AFP升高则可明确诊断[16]. 如果AFP正常 需要进一步

的影像学检查(CT MRI 血管造影术等)[17]. 只有极少数

无法确诊的患者需要进行肝脏活检. 超声检查对小肿块

(直径小于2 cm)的确诊率较低 最终证实为HCC的占

75 %[18]. 此时 其他的影像学方法和AFP检测对诊断

有决定意义. 若仍不能明确 可对病灶大小进行随访

经皮细针穿刺或活检来帮助诊断[19]. 肿瘤针道转移的危

险性与肿块大小无关 因此对有可能进行外科手术的

患者 应尽量避免活检.

      患者没有肝硬化病史 以肝脏肿块为首发症状

先要检查AFP. 如果AFP升高 排除了生殖系统疾病

则可确诊. 若病灶允许手术 则可对非瘤部位的肝脏进

行活检来决定最佳的治疗方案. 如果AFP正常 需寻找

其他病因(如继发性) 采取进一步的影像学检查. 若怀疑

HCC 对非瘤部位的活检有助于手术方法的选择. 影像

学检查对良性的肝脏病灶具有较高的特异性和敏感性

因此只有高度怀疑的病例才有必要进行活检.

3.6 肝硬化并发肝癌患者的肝脏移植术和常规外科手术

陆嵘, 等. 肝细胞癌的诊断和治疗                                                         1417



目前尚没有关于HCC患者外科切除术和肝脏移植术预

后的随机对照实验研究. 这两种方法主要适合较小的单

一病灶 并且只有少数患者能够同时具备这两种手术

条件 而手术方法的选择也受医疗条件和个体差异的

限制.

        早期的肝脏移植术效果较差 患者5 a生存率低于

50 主要原因是肿瘤复发[20]. 目前已知对移植患者的

选择十分重要. 直径小于5 cm的单一肿块或至多3个直

径小于3 cm的肿块且没有血行转移 HCC的复发率几

乎为零[21]. HCC 切除术的短期生存率与移植术相似

但3 a后移植术患者的存活率明显要高[22]. 切除术可能引

起肝脏失代偿 因此只适合肝功能良好的患者(Child

Pugh A级). 切除术的围手术期死亡率约6-20 % 这与

肝脏切除范围和术前的肝功能情况有关[23]. 多数的早期

死亡与肝功能衰竭有关. 术后残余肝脏仍有较高的复发

风险 术后5 a的复发率高达50-60 %[24]. 多数复发病

灶位于肝内 表现为卫星结节或重新发生的肿瘤. 术前

影像学检查不易发现这些小的卫星病灶 如果进行术

中超声检测则有可能被发现.

        纤维板层样HCC的生物学特性不同 外科切除术

较少引起肝衰竭. 5 a生存率25-36 %[25]. 除纤维板层样

癌以外 近7 %的HCC并非起源于肝硬化. 非肝硬化

性HCC的预后比肝硬化性HCC稍好 手术切除的5 a

生存率为25 %[26]. 肿瘤范围较广而无法切除的患者可以

实施肝移植 但疗效不佳. 有学者研究77例非肝硬化

性HCC 肝脏移植的5 a生存率为11 %[27]. 因此对于此

类患者 手术切除仍是首选的治疗方法.

        合并肝硬化的患者可以选择切除术或移植术. 在一

些器官捐赠率较低的地区 更多的是采取手术切除的

方法. 对于较小肿块的肝硬化性HCC 患者 尤其是

Child-pugh A级的肝硬化患者 移植术能提供更好的治

愈效果.

3.7 消融治疗  临床上还有许多HCC的非手术疗法 特

别是经皮消融治疗 如PEI 已被广泛采用. 虽然PEI缺

乏随机对照实验研究 但已经有相当数量的文献报道.

对直径小于或等于3 cm的肿瘤的有效率约75 % 5 a

生存率为35-75 %[28, 29]. PEI的疗效与原有的肝功能情况

密切相关 肝功能Child-Pugh A 级患者的3 a和 5 a生

存率分别是79 %和47 % Child-Pugh B级患者分别是

63 %和29 %[29]. 这些研究的前提条件是HCC的肿块直

径小于5 cm. PEI并发症较少见 主要是针刺后引起肿

瘤在针道内转移(3 )[30]和严重的胆管损伤(1 )[31].

        比较各种治疗方法发现对于直径小于3 cm的肿瘤

手术切除 肝脏移植和PEI的术后生存率没有明显差异.

研究260例肿瘤直径小于5 cm的肝硬化患者(Child-Pugh

A级)发现手术的3 a生存率为79 % 而PEI为71 % 未

经治疗者为26 %[32]. 目前多数认为如果存在治愈可能

手术仍然是首选的治疗方法 但PEI对不能手术者是最

佳的治疗手段. 也有人利用顺铂 冰醋酸等替代乙醇进

行治疗 但其疗效尚不肯定[33, 34].

       射频消融术是一项很新的技术 是在超声控制下

将高频超声探头置入肝脏肿块的方法[35]. 高频超声波产

生的热量聚集在探头从而破坏肿瘤组织. 单探头可以破

坏3 cm 的病灶 多探头可以对直径6 cm 的肿块进行

治疗. 有学者研究112例射频消融术和PEI患者 在52

例经射频消融的患者中有47例经过平均1.2次治疗后肿

瘤组织完全坏死 60例PEI患者中有48例经平均4.8次

治疗达到完全消融[36]. 作者认为射频消融的有效率更

高 但并发症的发生率也较高. 有数据表明射频消融引

起肿瘤播散的危险性较高.

3.8 栓塞 /栓塞化疗  在不能手术的HCC患者中 栓塞

化疗作为首选的治疗方法而被广泛使用. 有足够的证据

表明这种方法能使肿块显著减小 对HCC引起的疼痛

和出血也有很好的疗效. 栓塞化疗对较小的HCC疗效更

好. 有研究发现 采用栓塞化疗组患者2 a生存率为63

单纯栓塞组为50 未处理组为27 . 这项研究确立

了栓塞化疗的重要作用 但栓塞化疗只适合于少数患

者[37]. 栓塞化疗除了化疗药物(尤其是阿霉素)的副作用

外 还可引起动脉栓塞 疼痛 发热 肝功能失代偿及

肝外器官栓塞. 严重并发症的发生率约3-5 %.

3.9 其他方法  激素疗法对HCC的疗效尚不确定 主

要药物有三苯氧胺 己烯雌酚和氟他氨等. 其疗效可能

与患者雌激素受体的情况有关[38]. 静脉化疗对HCC的作

用有限. 单一使用阿霉素的有效率仅10-15 %[39]. 作用更

强的联合化疗对提高疗效没有太大帮助 甚至可能降

低生存率[40]. 有研究发现干扰素对丙肝后肝硬化患者具

有预防HCC的作用[41]. 此外免疫疗法和视黄醛也可用来

预防HCC[42, 43]. 干扰素也用于HCC的治疗 使用高剂

量的 -干扰素能提高患者生存率. 但也有报道认为干

扰素治疗无效 反而带来较多的副作用[44]. 有研究认为奥

曲肽能提高HCC患者的生存率并显著降低AFP水平. 将

58位患者随机分为治疗组和对照组 治疗组给予奥曲

肽250 µg 2次 /d 结果治疗组平均存活时间是13 mo
对照组为4 mo. 也有研究认为奥曲肽的疗效并不确定.
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摘要

哺乳动物基因组中 DNA甲基化是指CpG二核苷酸中的

胞嘧啶第5位碳原子被甲基化. DNA甲基化是一种基因外修

饰 不改变DNA的一级结构; 他在细胞正常发育 基因表

达模式以及基因组稳定性中起着至关重要的作用. 全基因组

低甲基化 维持甲基化模式酶的调节失控和正常非甲基化

CpG岛的高甲基化是人类肿瘤中普遍存在的现象. DNA高

甲基化是导致抑癌基因失活的又一个机制. 本文综述了抑癌

基因的高甲基化 DNA修复基因的高甲基化 甲基化与转

录的关系以及导致转录失活可能存在的作用机制 寻找甲

基化相关基因的依据原则 甲基化的检测方法 肿瘤甲基

化图谱的特征 甲基化与突变的相互作用 导致甲基化产

生的原因 及其广泛的应用前景.

刘仲敏, 刘芝华, 吴旻. DNA高甲基化与抑癌基因. 世界华人消化杂志  2003;

11(9):1420-1424
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0   引言

在哺乳动物基因组中 胞嘧啶的第5位碳原子可以被

的胞嘧啶[1]. DNA甲基化是一种基因外(epigenetic)修饰

他不改变DNA的一级结构并且在细胞正常发育 基因

表达模式以及基因组的稳定性中起着至关重要的作用.

DNA 甲基化模式是动态的. 例如 在早期发育阶段

受精后发育的特征是在全基因组范围内发生去甲基化

接下来又发生区域性的甲基化 这种基因组范围的

DNA甲基化改变使甲基化模式得以建立. 甲基化模式的

混乱与异常发育有关 包括癌症.

        DNA甲基化的改变 与遗传因素改变一样都是人

类肿瘤的特点之一. 许多基因 尤其是管家基因的启动

子区富含 CpG 二核苷酸 诸如此类启动子区定义为

CpG岛. 除定位于失活X染色体上的基因和印迹基因

外 正常细胞的CpG岛由于被保护而处于非甲基化状

态.全基因组低甲基化 维持甲基化模式酶的调节失控

和正常非甲基化CpG岛的高甲基化是人类肿瘤中普遍

存在的现象. 以往的研究证明启动子区的高甲基化导致

抑癌基因失活是人类肿瘤所具有的共同特征之一 而

且这种高甲基化是导致抑癌基因失活的又一个机制.

1986年 有文章报道在肺癌和淋巴瘤中发现了位于11

号染色体短臂的calcitonin基因存在高甲基化现象. 这一

发现使更多的学者致力于CpG岛异常甲基化的研究中.

1   抑癌基因的高甲基化

人类肿瘤中 抑癌基因CpG 岛高甲基化1989 年首次

在视网膜母细胞瘤(Rb)基因中发现 继首次在H-ras基

因中发现突变之后. 后来证明Rb基因启动子的高甲基

化可以显著下调体外报告基因的表达. 除了视网膜母细

胞瘤中未发现该基因的甲基化.

      直到 1994 年发现VHL基因的失活也与甲基化相

关 才确定肿瘤中启动子CpG岛高甲基化是基因失活

的一个作用机制. 但是 肿瘤中基因外失活现阶段的研

究是始于Stephen Baylin et al发现抑癌基因p16的失活

通常都采用CpG岛高甲基化的作用机制. p16基因 即

CDKN2A 基因 一种细胞周期素依赖性激酶抑制蛋

白 他可以抑制通过磷酸化使Rb 蛋白失活细胞周期

素D依赖性激酶的活性. p16基因的失活将导致细胞丧

失激活Rb基因的能力进而使细胞生长失去控制. p16基

因位于染色体9p的区域内 许多肿瘤中该区段经常发

生缺失 纯合性缺失和一些点突变 这一现象提示该

基因在肿瘤形成中发挥重要作用. 但是 大量的研究表

明在很多类型原位癌中很少能检测到该基因的纯合性

缺失 且在肿瘤中也很少能检测到p16基因的点突变.

事实上 与p16基因失活相关的高甲基化是肿瘤中经常

发生的事件之一. 最初有关p16基因甲基化的报道主要

存在于肺癌 头颈癌 神经胶质瘤 结直肠癌和乳腺癌

中.后来这些研究几乎涉及所有上皮来源的癌 但p16

基因的甲基化不存在于小细胞肺癌和部分血癌中.

        与 p16基因相邻的p15基因 在Rb基因的磷酸化

调节中具有与其相似的结构和功能. p15基因与p16基

因经常同时缺失. 但是 上述涉及的肿瘤中p15基因很

少通过甲基化失活. 在许多血癌中可以检测到p15基因

的高甲基化频繁发生.

        乳腺癌散发性病例的乳腺癌易感基因BRCA1中没

有检测到体细胞突变 这一点提示可能是甲基化导致

该基因的失活. 近来的研究工作已经证明在一小部分乳

腺癌和乳腺癌细胞系的CpG岛中存在甲基化[2-4]. 但没有

发现BRCA2基因存在甲基化[5].



        p73基因 p53基因的同源基因 定位于1号染色

体. 大量的报道表明 与p53 基因不同 在该基因中

很少能检测到突变. 近来的两篇报道已经发现在急性淋

巴细胞白血病和淋巴瘤中p73基因表达失活与甲基化有

关[6, 7]. p14ARF基因具有调节p53蛋白稳定性的作用 在

部分结直肠癌细胞系中发生甲基化[8].

2   DNA修复基因的高甲基化

在肿瘤中 可以发现参与DNA修复的基因经常由于启

动子区高甲基化而失活. 第一个在前列腺癌中被证明的

此类基因是谷胱甘肽转移酶(GSTπ) 实验证明甲基化
异常发生在大多数前列腺癌中 并且他还是导致该基

因失活的原因.  同时也在乳腺癌和肾癌中发现这一基因

被甲基化 但在其他的肿瘤中很少发现这一现象[9].

        第二个具有肿瘤特异性甲基化的DNA修复基因是

O6-甲基鸟嘌呤DNA甲基转移酶(MGMT). 近来的研究证

明存在于该基因启动子区或第一外显子内的CpG岛甲

基化与其转录失活有关[10] 而且这种变化可以使染色

质进入关闭状态 进而导致核小体定位异常[11]. 该变化

不仅存在于细胞系中 也发生在原位癌中. MGMT基因

的甲基化异常多见于结直肠癌 部分淋巴瘤 肺癌以及

脑肿瘤[12, 13].

        最后一个 DNA修复基因是MLH1.许多工作发现存

在于散发性结直肠癌 子宫内膜癌和胃癌中的微卫星

不稳定性经常是该基因被甲基化后造成的[14-16].

      除上述基因外 还发现其他一些基因 如细胞因

子信号抑制子(SOCS1) [17] 骨形成蛋白(BMP3B) [18]

RAS 效应同源物(RASSF1) [19] E- 钙黏素 胆固醇受

体 雌激素受体 雄激素受体 维甲酸受体 β CD44
FHIT等基因在不同肿瘤中存在着甲基化现象.

3   甲基化与转录

现在已知DNA甲基化参与了基因的转录调节. 一些具有

CpG二核苷酸结合位点转录因子间的相互作用属于甲

基化敏感型. 但是甲基化DNA对转录的影响更多情况下

是通过与甲基化CpG结合蛋白和改变染色质结构的相

关因子之间的相互作用实现的.

        MeCP1 和MeCP2是首先鉴定出的两个甲基化CpG

结合蛋白. MeCP2 是单一多肽链 包含一个与甲基化

CpG结合的结构域(MBD)和一个转录抑制结构域(TRD)[20].

另外四个甲基化 CpG 结合蛋白也具有MBD(MBD1

MBD2 MBD3 MBD4) 并且MBD2 具有使MeCP1

复合物更易结合甲基化DNA的作用; 这些甲基化CpG结

合蛋白具有直接抑制转录的作用 也能够与转录共抑

制子形成复合物; 后来发现DNA甲基转移酶(DNMTs)也

具有这两种功能. 具有甲基化CpG结合活性蛋白抑制转

录的机制有待于研究. 有证据表明这一过程是由许多复

杂机制完成的. 一个主要机制包括甲基化DNA在MBD

介导下与Sin3或Mi-2/NuRD形成共抑制复合物 他们

反过来再与HDAC1 HDAC2 两个Rb相关的组蛋白

结合蛋白 RbAP46 和RbAP48组成核心组蛋白去乙酰

化复合物[21-24]. 此外还存在其他共抑制复合物 但是还

没有证明他们在转录失活机制中的扮演什么样的角色.

HDACs可以使组蛋白H3和H4的N末端赖氨酸残基去

乙酰化[25] 从而导致组蛋白所带正电荷增加.该组蛋白

与带负电荷的DNA相互作用造成染色质结构压缩 进

一步可能通过限制转录因子的结合抑制转录作用. Mi-2/

NuRD共抑制复合物也包含通过ATP依赖机制重新包装

染色质的因子. 上述活动可以使核小体在DNA上的定位

发生改变 进而可能限制DNA和转录因子之间的相互

作用.

        这一描述可能是比较简单.首先 染色质的重包装

和组蛋白的去乙酰化是相互依赖的.其次 DNA甲基化

可能需要HDAC的活动或染色质的重包装中的成分的

参与. 第三 事实上 HDACs 产生序列特异性的转录

抑制因子导致基因失活 因而通过HDACs发挥作用的

转录抑制因子可能不仅仅作用于甲基化相关的位点. 类

似地 乙酰化和甲基化介导的抑制作用也可能单独发

挥功能. 综合起来 这些现象进一步体现了抑制基因的

表达是DNA 甲基化 组蛋白乙酰化 染色质的重包

装和序列特异的失活机制彼此之间复杂的相互作用所

导致的.

       尽管甲基化通常与转录失活有关 但在印迹座位

中至少有两个例子是例外的 他们的甲基化可以使转

录激活.

4   甲基化的检测方法

科研工作者的首要目标应该是对通常情况下认为CpG

岛的甲基化与转录失活相关的甲基化进行研究. 图 1列

出在肿瘤中寻找甲基化相关基因的一个依据原则.

        有关特定基因RNA转录起始位点的描述为发现DNA

甲基化可能在哪里发挥作用提供了线索. 如果GenBank

中没有此方面的报道 可以参考其他物种如老鼠启动

子的相关信息. 同时也要考虑假基因的影响 以便避免

产生假阳性结果.最后是以往研究发现并没有确凿的证

据证明在体外利用去甲基化抑制剂使细胞系中失活的

基因恢复表达 该基因的失活就一定与甲基化有关. 原

因在于该药可能间接地诱导基因表达. 获得确凿的证据

的唯一方法是分析CpG岛的甲基化状态.

        原则上首先可以利用亚硫酸氢盐和非亚硫酸氢盐的

方法在肿瘤细胞系详细地研究CpG岛的甲基化.亚硫酸

氢盐测序的研究有利于设计出区别甲基化和非甲基化

模式的引物. 细胞系也允许利用去甲基化抑制剂对其进

行处理 以便研究基因去甲基化和恢复表达的情况. 对

于原位癌 诸如甲基化特异性PCR(MSP)的方法可进行

大量标本的筛查.

       要对CpG岛的DNA 甲基化模式进行较深入的了

解 必须利用亚硫酸氢盐修饰过的DNA进行研究. 亚
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硫酸氢盐可以使非甲基化的胞嘧啶转变成尿嘧啶 而

甲基化的胞嘧啶不发生改变. 这种方法造成甲基化和非

甲基化DNA序列的差异. 该方法中DNA的完全变性以

及胞嘧啶完全转变为尿嘧啶均可避免产生假阳性结果.

怎样寻找CpG岛被甲基化的重要基因

侯选基因方法:          基因组方法:

肿瘤中表达量下调;          利用DNA: 如限制性标志基因组扫描法

缺少突变; 启动子区有CpG岛  (restriction landmark genomic scanning);

          利用RNA: 如5-阿扎胞苷与微阵列相结合

在细胞系中用亚硫酸氢盐和非亚硫酸氢盐的方法分析CpG岛的甲基化状态

确定是否与基因表达有关 甲基化抑制剂处理是否可以恢复表达

利用MSP分析原位癌中CpG岛的甲基化状态以及与基因失活的关系

证明特定基因遗传外失活在肿瘤形成中发挥一定的作用

图1  寻找与转录失活相关甲基化的方法.

        以亚硫酸氢盐修饰为基础 用于CpG岛甲基化分

析的研究方法包括以下两种: (1)测序. 测定亚硫酸氢盐修

饰过DNA的序列是检测胞嘧啶甲基化最直接的方法. 利

用 PCR 反应扩增修饰过的DNA 获得目的基因双链

DNA. 可以对该产物直接进行序列分析; 也可以将其克隆

测序获得单链DNA的甲基化图谱. (2)MSP. 在研究CpG

岛甲基化中 MSP是应用最广泛的一种技术. 利用亚硫

酸氢盐修饰造成甲基化和非甲基化DNA序列差异 可

以设计出各自特异性引物. 该技术的极高灵敏度允许他

对小量样本的DNA进行甲基化研究 包括来自石蜡包

埋样品或显微切割组织的DNA. 由于MSP方法的多种优

点 他被认为在人类肿瘤甲基化分析中是一种快速 高

效临床研究手段. 最后 另外一种MSP是 Methylight

他利用荧光标记的时PCR技术进行检测[26] 荧光检测

大大提高了该方法的灵敏度. 别的方法包括结合亚硫酸

氢盐的限制性分析; 甲基化敏感的单核苷酸引物延伸法;

甲基化敏感的单链构象分析.

5   基因甲基化信号通路 图谱及意义

肿瘤是涉及多重信号通路和遗传损伤的一种疾病 他

们在肿瘤的形成中是必不可少的. 基因外损伤也同样如

此. CpG 岛甲基化所涉及的基因分别参与了细胞周期

(p16 INK4a Rb) DNA 修复(MGMT hMLH1) 细胞

黏附(CDH1)等过程. 过去的3 a中 肿瘤中启动子发生

甲基化的基因数量增加的相当快. 这种不断发现可能导

致研究者相信所有他们感兴趣的基因均可能发生异常甲

基化 并且在肿瘤形成中具有同等重要的作用. Esteller

同时对以往有关甲基化的部分工作进行了分析 发现

如下规律: (1)根据肿瘤类型可以建立CpG岛甲基化图谱.

Esteller et al [27]已经证明这种甲基化的特定模式同样存

在于肿瘤起源的组织中.参考以往报道的文献 可以发

现有些类型的肿瘤比别的肿瘤更易发生甲基化: 例如最

容易甲基化的肿瘤主要起源于胃肠管道 而诸如卵巢

癌一类的肿瘤则很少发生甲基化[27]. 另外一个结论是具

有不同程度CpG岛甲基化的肿瘤呈梯度分布. 因而 不

大可能存在一种所有CpG岛均甲基化的肿瘤. (2)染色体

上是否存在异常甲基化的热点 核内是否有控制甲基

化的因子 许多最近发表的文章已经报道出通过甲基

化导致转录失活的基因都位于3号染色体短臂附近的

同一区域[28, 29]. 该区段在许多肿瘤中存在很高频率的杂

合性丢失 尤其在非小细胞肺癌中.许多学者对该区段

进行突变检测 但一无所获. 答案似乎是一些基因的失

活可能与甲基化有关. 但还无法确定这一区域是否属于

异常甲基化热点. (3)大量CpG岛发生甲基化基因的基因

组结构具有如下特征: 他们通常具有两个不同的启动

子 且都有CpG岛. 主要转录产物来自于强启动子 而

弱启动子则是少量转录产物起始处.如APC ER等基

因均属于上述类型.

6   甲基化与突变的比较

过去一直认为许多肿瘤的形成主要是基因突变引起的.

但20年后只发现癌基因K-ras 和抑癌基因p53在许多

不同类型的肿瘤中存在较高频率的突变. 现在已发现越

来越多基因的失活可能与甲基化有关. 但是 赋予他在

肿瘤发生及发展过程中扮演着关键性的角色最重要的

发现是甲基化导致特定基因失活的证实. 如DNA修复基

因 他们由于甲基化失活可能改变细胞的整个遗传环

境. 甲基化相关MGMT的失活可以引起参与结直肠癌形

成过程的癌基因K-ras 中G到A的转换[30] 即外基因

损伤可以引起在肿瘤发展中起关键性作用基因的遗传

损伤[30, 31]. 由于启动子甲基化而失活的其他一些基因可

能与DNA损伤相关.

         遗传外损伤与遗传损伤可能是相互作用的. 遗传改

变同样也影响参与甲基化模式建立和维持过程中基因

作用. 如DNMT3b基因生殖细胞中的突变与异常甲基化

有关 但与肿瘤无关[32].

        CpG岛甲基化经常发生在缺乏基因突变的情况下

说明二者在导致基因失活的过程中发挥同等重要的作

用. 另一个证明基因启动子甲基化在肿瘤细胞中发挥重

要作用的途径是研究其恢复表达的效应. 例如通过去甲

基化或转基因的方法都可以恢复由于甲基化失活基因

的表达.

7   甲基化产生的原因

导致肿瘤甲基化模式改变的机制尚不清楚 其可能原

因有以下几种: (1)保护CpG岛免受甲基化因子的丢失.
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从以往的研究可知 Aprt 基因胚胎细胞的CpG岛通过

一个尚未证实的保护顺式作用元件与 CpG 岛边缘的

Sp1位点相结合 而使其处于去甲基化状态[33]. (2)肿瘤

中DNA methyltransferase (DNMT)的过度表达.大量证据表

明 DNMT1在肿瘤中的表达是上调的[34]. 但也有报道

显示CpG岛的高甲基化与DNMT1的表达水平无关. (3)

DNMT 复合物受到破坏. 另一个潜在的因素可能与

DNMT水平升高有关 即指这些酶的酶相关或抑制成

分的调节失控. 该失控可能由于与DNMTs形成复合物的

一种或几种因子(例如pRb  DMAP1-DNMT结合蛋白)

的丢失所致. (4)复制时序性的破坏. 基因组的复制在细胞

周期S期通过空间和短暂模式得以实现. 在此过程中的

变化使复制区域和染色质构成的区域无法正常地相互

作用.CpG岛可能通过复制时序紊乱发生异常甲基化. 有

证据表明 肿瘤细胞具有一个比较不同步的复制时序.

8   甲基化的应用

尽管基因启动子的高甲基化和基因表达失活之间的关

系有待于进一步阐明 但是人们日益重视DNA甲基化

在肿瘤早期诊断和预后分析中 以及在肿瘤的预防和

治疗中可能具有的重要作用. 以DNA甲基化为基础的标

志物可以应用于肿瘤细胞的检测 肿瘤类型的识别和

肿瘤治疗三个主要临床领域中.

       与基因突变不同 CpG岛启动子甲基化位点在同

一个基因中是恒定的. 对于所有的患者来说 在某一个

已知基因中只需单一类型的引物 利用甲基化特异性

PCR便可检测肿瘤特异性甲基化的变化情况. 且与杂合

性缺失不同 该PCR 产物呈阳性 这一特点为上述

检测提供方便.

        与基因改变不同 遗传外改变是可逆的. 恢复启动

子甲基化所引起失活关键基因的表达有助于逆转肿瘤

细胞的表型. 人们可以为DNA去甲基化设计出象5-Aza

C (5-aza-2-deoxycytidine)一样更为特异的药品用于肿瘤

治疗. 近期的研究发现 用HDAC (histone deacetylase)抑

制子使高甲基化基因发生部分去甲基化可以恢复其表达

活性 这一实验结果在临床上具有广泛的应用前景.

         遗传外改变已经成为肿瘤中最重要的分子事件之一.

某些抑癌基因CpG岛甲基化的发现将DNA甲基化与破

坏多种信号通路的遗传改变联系起来. 启动子的高甲基

化现在被认为是基因失活的真正的作用机制之一. 但是

还有许多重要问题有待解决 如保护CpG岛免受甲基

化因子的鉴定; 甲基化通过什么途径导致基因失活等. 最

后 甲基化在肿瘤患者的分子治疗中有广泛的用途 而

且可能成为未来治疗方法的作用靶点.
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世界华人消化杂志获得2001年度百种中国杰出学术期刊

本刊讯  期刊的学术质量是一个综合指标 1999年中国科技信息所研制了中国科技期刊综合指标评价体系 该指标体

系已应用于中国科协一年一度的期刊择优资助工作中. 综合指标评价体系是根据期刊的多项重要指标 如被引总频次

影响因子 即年指标 基金论文比 他引总引比 扩散因子等对期刊分学科进行综合打分. 通过对中国科技论文与

引文数据库收录的科技期刊进行综合评定 今年中国科学技术信息研究所首次评出了中国百种杰出学术期刊. 世界华人

消化杂志荣获2001年度百种中国杰出学术期刊称号.
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摘要

胃癌是我国最常见的恶性肿瘤之一 其预后差 只有40 %

的就诊患者能进行手术治疗 即使进行完全切除的患者

胃癌的复发率非常高. 由于胃癌血供复杂多变的特点 及

血管生长因子影响肿瘤生长学说的兴起和血管生长抑制剂

的不断发现 其抑制实体肿瘤生长及转移的实验研究和临

床上的应用 使进展期胃癌的治疗趋于多元化 并且近年

兴起的血管介入化疗中 不断新的辅助化疗方案的研究 以

提高患者行手术治疗的比率及改善生活质量. 其中自体干细

胞支持下超选择局部动脉化疗在肿瘤治疗上的应用 其减

少药物的副反应 提高有效率 延长生存期的优势 为

晚期胃癌的治疗提供了新的方向.

沈波, 朱金水. 胃癌供血及其动脉介入化疗的研究进展. 世界华人消化杂志

2003;11(9):1425-1428
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0   引言

胃癌是消化道最常见的高度恶性的肿瘤 死亡率高

在治疗上面临很大的挑战. 手术切除是早期胃癌的首

选 但胃癌的血供非常的复杂多变 血行传播是继胃

癌淋巴 腹腔转移的又一重要转移途径 尤其早期胃

癌由于血行转移而复发率高. 而多数进展期胃癌手术预

后差 局部复发 远处转移发生率高 故术后亦需

进行辅助治疗 其中以化疗为主 化疗中以介入化疗

为常用. 所以发展有效的治疗方案 寻找新的治疗方法

是提高生存率的主要途径. 本文对胃癌血供特点及其介

入治疗的进展进行综述.

1   胃癌组织血供

1.1 动脉血供  胃的供血动脉来自腹腔干的分支 沿胃

大 小弯形成两个动脉弓. 由该弓发出许多小支在胃壁

内互相吻合 形成丰富的血管网. 由腹腔干发出的胃左

动脉 主要供应胃贲门 胃前 后壁 及肝门附近部分

区域 与多起自肝固有动脉的胃右动脉终支吻合形成

胃小弯动脉弓. 胃右动脉走向幽门上缘附近 沿胃小弯

发出许多小支至胃前 后壁. 胃网膜右动脉是胃十二指

肠的分支 沿胃大弯发出多数小支至胃前 后壁及大

网膜 其终支与脾动脉发出的胃网膜左动脉吻合形成

胃大弯弓. 同是脾动脉发出的胃短动脉分布于胃底部的

前 后壁. 此外 还有来自胃左动脉或腹腔干的膈下动

脉的一小逆行支 分布于胃底上部. 而且 拒统计 有

60-80 %的人出现起于脾动脉的胃后动脉 供应胃体后

壁的上部.

1.2 静脉回流  胃左静脉与胃右静脉在胃小弯与同名动

脉伴行 离开胃壁后 分别汇入门静脉或其属支. 与胃

大弯弓并行的静脉弓由胃网膜左右静脉合成 收纳胃

及大网膜的静脉支 胃网膜左静脉向左注入脾静脉或

其属支 胃网膜右静脉注入肠系膜上静脉. 胃短静脉与

动脉伴行 多进入脾内 注入脾内静脉. 但胃癌形成

中 静脉和小静脉发生高度屈曲 囊状形成 扩张

等变化 并形成大量的动静脉吻合 这使血流直接从

动脉分流到静脉而造成某些物质(如抗肿瘤递质等)不能

释放入肿瘤. 临床运用腹腔动脉造影时能看到胃的所有

分支 在DSA 超选择性胃左动脉 肝动脉或胃十二

指肠动脉造影时 不但能使插管的动脉和其他动脉分

支显影 而且可看到胃壁下的静脉.

1.3 微循环  胃小弯或胃大弯动脉弓上发出的胃支 穿

过肌层 进入黏膜下层 互相吻合 形成黏膜下丛. 胃

体黏膜中 从深部到表面 黏膜毛细血管数量逐渐增

多 并汇集入表面小静脉网 这些微循环网起着阻止深

部致癌物质穿透屏障的作用. 而在胃窦部 在黏膜同一

水平 缺乏相应的相互连接的毛细血管 且存在终末动

脉. 胃体与胃窦黏膜微循环结构和分布的不同以至血流

量的不同 是胃窦部增生细胞易被致癌物质侵入且发

生胃癌较多的主要原因[1]. 有研究显示早期胃癌(侵入深

度限于黏膜或黏膜下层) 不同的生长模式 他们的

微血管密度(MVD) 血管内皮生长因子(VEGF)的表达

也不同 其影响到肿瘤的恶性程度 血行和淋巴的转

移 手术的预后及复发的频率[2].

2   新生胃癌肿瘤血管

肿瘤血管系统高度变异 不遵从正常血管形成规则.

而且不同肿瘤血管的形态也不同 由肿瘤细胞的生长

状态所决定. 1971年Folkman首先提出 肿瘤生长依赖

于血管生成 的观点. 当肿瘤细胞置入宿主组织 肿瘤

血管生成因子促使毛细血管芽苞的形成 最终形成肿

瘤微循环网. 因而肿瘤血管有两种来源: (1)招募宿主已

存在的血管网; (2)新生血管的形成. 研究中激光多谱勒

测定胃腺癌血流显示相对于正常胃壁 胃腺癌边缘的



1426                ISSN  1009-3079   CN  14-1260/R                世界华人消化杂志   2003年 9月 15日  第 11卷  第 9期

血流高 而中央低 并且胃癌分期中T大于或等于3

的血流大于T小于3. 目前认为血管生成在肿瘤生长中

起重要作用. 用化学免疫技术 CD31 CD35和 CD34

抗原或von Willebrand 因子特异性标记肿瘤血管形成内

皮细胞发现胃腺癌形成许多新生小血管 尤其在肿瘤

边缘[3].  故新生胃癌肿瘤血管为胃癌的诊断和分期提供

了新的思路.

3   血供对肿瘤的影响

Algire et al 在 1954即提出通过阻断肿瘤血流(TBF)来停

止肿瘤的营养供应 并发现一种叫鬼臼毒素的物质可

完全阻断TBF 但因毒性太大而不能应用于临床. 1971

年 Folkman 假定如果肿瘤血管生长因子被抑制 那

就能有效的抑制实体肿瘤. 目前 许多研究者大量实验

发现并证实了一些血管生长因子抑制剂可期待应用于

临床抑制肿瘤的生长及转移. 如血管生成因子的中和抗

体 分子整合素 生长因子受体 激酶抑制剂 天

然产物 抗生素的衍生物(如 TNP-470) 细胞外基质

蛋白片段(如内皮抑素) 还有近来发现V型胶原的NC1

结构域有抗血管生成因子及延迟肿瘤生长的作用. 并且

新发现一种细胞因子合成衍生物(NM-3) 其以半衰期

短(3-10 h) 低毒性 并实验显示能选择性地抑制内

皮细胞增生 迁移 出芽及肿瘤血管形成 而引起研究

者的广泛关注[4].

         众多的血管生成因子抑制剂中已用于胃癌方面研究

的有TNP-70 内皮抑素等. TNP-470是烟曲霉素的衍

生物 现已可人工合成 其通过抑制血管内皮细胞增生

而抑制肿瘤血管生成 有效且无毒性[5]. 原发和继发肿瘤

的生长和播散 均需要新生血管形成 新生血管是原发

肿瘤播散至继发部位的通道 也是继发灶增生的前提.

基于此 Kanal et al以人胃腺癌裸鼠原位种植转移模型

为实验对象 用 TNP-470 作治疗实验 结果表明

TNP-470可抑制原位胃癌的新血管生成 并阻止肿瘤

细胞进入血液循环 而阻止血行转移. 而且 TNP-470

还可抑制胃癌的腹膜播散 但其机制目前仍不清楚[6, 7].

因此 长期应用低毒性的血管生成抑制剂 在限制肿瘤

生长及转移中有着潜在的价值和临床应用前景.

        内皮抑素由O Reilly et al在1997年从鼠血管内皮

瘤细胞的培养上清液中分离出来. 经动物实验初步证

实 内皮抑素对肿瘤血管内皮细胞生长具有强烈的抑

制作用 是迄今发现的疗效最好的血管生长抑制因子

且尚未发现毒副作用 也无耐药性. 他针对血管内皮细

胞 能特异性抑制肿瘤血管内皮细胞增生 减少肿瘤血

管增生 并诱导胃癌细胞凋亡 对体内胃癌的生长和

转移均有强烈的抑制作用. Hajitou et al发现其抑制作用与

负向调节血管内皮生长因子在肿瘤细胞上的表达有关[8-10].

        目前研究发现一种新的风车子碱A-4(COMBRETAS

TATIN A-4)复合物的衍生物AC7700 并在动物AC7700

静脉注射实验中证实其能减少肿瘤血流和抑制肿瘤生长

(包括肝 胃 肾等实体瘤)且不会引起严重的副作用[11].

         总之 血管生成抑制剂能减少肿瘤新生血管的生

成 从而抑制肿瘤的生长和转移 并在动物实验中取

得很好的疗效 而且其毒副作用小甚至无毒副作用

为胃癌的治疗提供了新的方向.

4   介入治疗对胃癌肿瘤的影响

4.1 胃癌动脉化疗对胃癌的疗效  早期胃癌 手术切除

是治疗的首选方案 但由于大部分患者来就诊时就已

是进展期胃癌 单纯手术的疗效差 化疗成为当今综合

治疗胃癌的重要手段之一.  然而胃癌对于常规静脉化疗

效果不佳 且该类患者在治疗后有较大的毒副作用及

免疫功能的下降 患者不能很好的耐受 且延长生存期

及改善生活质量的效果不佳. 由于全身静脉化疗存在选

择性低 毒副作用大的问题 1969年Fujimoto et al就

进行了经股动脉逆行插管到腹腔动脉及胃左动脉给药

的化疗方法实验 以期使化疗更具选择性以提高疗效

并能使副作用降到最低 最后也证实了该方法确实能

提高生存率和延长生存期. 近年来国内外的临床实验研

究显示高选择动脉插管化疗治疗胃癌由于药物直接进

入肿瘤血管 局部浓度高 且能避免常规静脉化疗时

药物同血浆蛋白结合失去抗癌活性 故可明显提高抗

癌效果 且毒副作用低 能提高手术切除率 对防

止术中瘤细胞医源性扩散 种植及术后复发也有重要

的临床意义.

        Tao et al对110例胃癌随机行术前局部动脉化疗

(PRACT) 其肿瘤细胞的凋亡指数(12.5 4.33)高于未

行该治疗的组(7.1 3.43) 且肿瘤细胞增生指数(33.8

8.8 %)低于未行PRACT组(43.6 12.8 %) 实验证明

PRACT主要通过抑制肿瘤细胞的增生并诱导其凋亡而

抑制胃癌的生长 能提高胃癌患者的预后 其5 a生存

率明显高于未行PRACT的患者[12]. 并且近几年的临床研

究显示 对已诊断为晚期胃癌合并邻近脏器(如胰 肝

脏等)及淋巴结转移或侵入 不能行手术切除的患者

行全身(CDDP 和 UFT)及局部(5-FU DXR 和 MMC)动

脉灌注化疗 结果显示患者的生存时间延长并在治疗

中保持一个较好的生活质量[13].

4.2 胃癌动脉化疗合并局部动脉栓塞对胃癌的影响  随

着动脉介入化疗的日益成熟 临床上在动脉灌注的基

础上发展局部动脉栓塞化疗以提高疗效. 目前我们所谓

的胃肠道恶性肿瘤的血管内插管治疗主要以插管灌注

和栓塞化疗为主. 药物灌注化疗可使肿瘤局部药物浓度

增高 灌注后栓塞治疗可使局部药物浓度维持时间更

长. 胃癌因晚期不能手术 或体弱 或年龄大难耐受

手术的患者可行血管内插管灌注化疗. 因胃癌大部分发

生在胃小弯侧及胃窦部 大多插管化疗选胃左动脉 因

胃属于空腔脏器 以往不主张进行栓塞化疗 以避免胃

壁的坏死和穿孔. 近来 有少数病例在胃大动脉灌注化

疗基础上进行栓塞化疗 并未发现有脏器穿孔. 主要与
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栓塞剂量少 胃壁可立即建立侧支循环有关 治疗后

肿瘤缩小 症状缓解. 认为胃癌栓塞化疗作为姑息治疗

是有效和可行的. 而现在更多的用于胃癌肝转移后肝动

脉插管灌注和栓塞化疗 但Tarazov对胃癌肝转移患者

12例采用(5-Fu/ADM)经导管动脉灌注与12例则(ADM+

碘油+凝胶海绵)化学栓塞治疗进行临床对照 经导管

动脉灌注 92 %有阳性效果而化学栓塞为50 % 且

前者中位生存期23 mo 而后者只有8 mo 结果显示

经导管动脉灌注化疗对胃癌肝转移是有效的 在临床

上对进行化疗的患者应首选 当其疗效不显著时再采

用栓塞化疗[14].

4.3 进展期胃癌化疗方案及新方法  临床报道ECF方案

(表柔比星 顺铂 5-Fu)对晚期胃癌患者有显著的疗

效并提高生存质量. 长期的跟踪随机研究显示ECF比常

规FAMTX方案(5-Fu MTX ADM)有明显的优势[15, 16].

ECF 的总有效率 46 % 及中位生存期为 8.7 mo 而

FAMTX分别为21 %和6.1 mo. 目前许多研究者普遍认

为ECF方案可作为标准治疗方案 但对其治疗优势的

机制仍不很清楚 尚需要进行更深入的研究.

        虽然最近进展期转移胃腺癌的化疗方案有所发展

但大多数方案的临床疗效一般. EORTC实验对245例采

用FAMTX ELF(VP16 甲酰四氢叶酸 5-Fu) 和

FUP(5-FU 顺铂)三种治疗进展期胃癌的化疗方案进行

比较 总有效率FAMTX 12 % ELF 9 % FUP 20 %

中位生存期分别为6.7 7.2 7.2. 结果显示三者之间

没有明显差异[17]. 近期 日本研究者对61个胃癌发展

期和复发的患者进行FLEP 方案(5-FU LV ETP

CDDP)局部和全身化疗 总有效率为36.1 % 中位生

存期为11.80 mo[18]. 还有用新的辅助化疗方法 如小剂

量的CDDP+5-FU+MTX/5-FU续灌治疗 或FLP方案

(5-FU LV CDDP)在临床少数个例上取得较好的疗

效 但未用于大量的临床实验[19, 20].

      近来研究发现拓扑异构酶抑制剂CPT-11 草酸

铂 及抗代谢物GEM 等新的递质 可单药化疗 或

作为化疗方案的组成 在发展期胃癌中起积极的治疗

作用.

        CPT-11单独用于抗肿瘤时效率为43 % 而与CDDP

联合化疗则有48-59 %的有效率. 目前Newman et al正

用CPT-11+CDDP对 22个晚期胃癌患者进行化疗追踪

研究其复发和生存情况. 而Blanke et al 二期临床实验中

用CPT-11与 5-Fu及LV对31个进展期胃癌患者进行

联合化疗研究显示其总有效率为22 %. 且大量研究显示

患者对CPT-11+CDDP 和对持续24h 5-Fu+CDDP灌

注的有效率是相近的[21, 22].

        Louvet et al的二期研究显示草酸铂+5-Fu+LV作为

第一线的治疗方案对36个进展期合并转移的胃癌患者

进行治疗具有很好的耐受性 总有效率和生存期分别

为50 % 11 mo [22]. 且 GEM+CDDP二期实验也显示具

有相似的化疗结果[22].

       总之 虽然目前研究发展了许多化疗方案 但他

们对进展期胃癌的临床疗效没有显著提高 所以至今

仍没一个最佳的化疗方案可作为治疗进展期胃癌标准

方案 我们需要寻找新的方法以达到更好的临床疗效.

4.4 自体干细胞支持下超选择局部动脉化疗对胃癌的影

响  虽然辅助化疗对进展期胃癌行或未行手术的患者的

预后有一定的提高 但其较大的毒副作用影响了化疗

药物的疗效 Taguchi et al报道在对96例进展期胃癌

采用EAP 方案(ETP ADM CDDP)介入化疗治疗中

仍有50 %有较强的骨髓抑制 甚至有2例因血小板降

低而死亡[23]. 因此 需要寻找一种既能使化疗保持高有

效性又能将化疗的副作用降到最低水平的治疗中晚期

胃癌的新方法. 研究发现血干细胞的移植在减少化疗副

作用 特别是骨髓抑制方面等有着很好的效果. 自体骨

髓移植(ABMT)及自体外周血干细胞的移植(APBSCT)支

持下的超剂量化疗已经在治疗如乳腺癌 急性粒细胞

白血病 淋巴瘤等恶性肿瘤中取得肯定的疗效[24, 25]. 而

APBSCT与ABMT相比 有移植后造血及免疫重建早

并发症少 采集方便 不需麻醉等优点. Suzuki et al对

10个晚期胃癌患者进行ABMT支持下高剂量EAP化疗

(ETP 1200 mg/m2 ADM 80 mg/m2 CDDP 120 mg/m2)

结果示所有患者都能度过再障期而无严重的并发症且

有效率89 %[26]. Berdel et al二期初步临床研究报道在对

16例进展期上消化道癌采用在自身干细胞支持下 先

术前EAP方案化疗 再连续的高剂量MCVB化疗 初

步实验显示患者对其有较好的耐受性 并能提高疗效

临床上具有很好的可行性[27]. 但目前APSBCT支持下超

选择性胃癌供血动脉管化疗中晚期胃癌的报道少见

本文认为其可作为一个为此类患者提供有效而低毒副

反应的治疗方案 提高治疗有效率 延长临床缓解

期 提高中晚期胃癌患者的生活质量.

       总之 随着分子生物新技术运用和临床新的发现

及发展 我们期望抗血管生成因子等新的治疗进展期

胃癌的方法能尽快应用于临床 而另一方面在目前的

介入化疗的基础上能进一步的改善化疗方案 或寻找

新的化疗方法降低毒副作用 提高临床疗效 加快胃癌

治疗的进展.
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摘要

腹膜粘连在剖腹术后发生率很高. 其机制与组织缺血 损

伤 异物刺激引发的局部过度炎症反应以及由此导致的腹

膜纤溶活性降低 腹膜纤维蛋白胶状物形成和溶解动态平

衡失调 组织纤维蛋白酶原激活剂活性降低 纤维蛋白酶

原抑制剂活性增高有关; 其中转化生长因子 β 血管内皮
生长因子 肿瘤坏死因子等细胞因子在其中起重要的调节

作用. 基于腹膜粘连形成的机制 目前试用多种药物进行

防治 诸如抗炎药 促纤维蛋白溶解及抑制成纤维细胞增

生药物 防腹膜粘连大分子物质 隔离物等 并取得了一

定疗效. 本文就腹膜粘连的研究现状及今后的发展方向作一

综述.
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0   引言

腹膜粘连是长期困扰外科手术领域的一个重要问题. 剖

腹术后粘连发生率达90 %以上[1] 80 %以上的病例在

伤口和网膜之间形成粘连 50 %病例累及肠道[2]. 腹膜

具有强大的再生能力 虽然早期一定程度的腹膜粘连

反应可使腹腔炎症局限 有利于创伤的愈合 但腹膜

粘连可引起严重并发症 包括肠梗阻 腹痛 女性

不孕和盆腔痛[ 1 ] 增加再手术的难度和手术并发症

不但给患者造成极大痛苦 也给社会带来负担 因此

预防腹膜粘连是外科领域非常关注的问题 也是外科

开腹手术急需解决的重大难题.

1   腹膜粘连的病理过程

腹膜损伤后引发修复反应 最终形成如下结构: 表面有

一层与正常腹膜表面相同的间皮细胞 内部是由大量

胶原纤维及部分弹性纤维组成的结缔组织 其间分布

着纤维母细胞及少量吞噬细胞 并有毛细血管长入其

中. 尽管这种血管能为其提供养分 但缺乏真正的内膜

结构 而不同于正常血管. 动物实验证实: 腹腔粘连的

形成过程有以下几步: (1) 纤维蛋白胶状基质形成. 腹膜

损伤后 机体反应涉及凝血 激肽 纤溶及花生四

烯酸代谢四大系统 使机体很快进入临界凝血状态 存

在于血液及腹膜内的纤维蛋白原分泌于创面 在凝血

酶的作用下 其相互作用形成可溶性聚合物. 这些聚合

物在腹腔内停留足够的时间 与一些凝血因子充分接

触后 成为不溶性聚合物 最后再与较大分子蛋白相连

接 形成纤维蛋白胶状基质. 这一过程发生于伤后3 h

内. 此胶状物位于两受损腹膜面间 形成粘连雏形. (2)

伤后 1-3 d 纤维蛋白基质逐渐被包含有纤维母细胞

巨噬细胞的血管颗粒组织所取代. 此时 粘连表面尚无

间皮细胞出现. (3) 第 4 d大部分纤维蛋白消失 呈现

出大量的纤维母细胞及与之相关的胶原纤维 并见不

少巨噬细胞. (4) 第 5 d纤维蛋白网逐渐形成 其间可见

明显的胶原纤维束 纤维母细胞及一些乳突细胞. 另

外 可见具有内皮细胞的小血管系统. (5) 5-10 d纤维母

细胞逐渐排列规整 胶原纤维沉积增多. 2 wk 后细胞

成分明显减少 且主要是纤维母细胞. 最后 腹膜损

伤部位被间皮细胞覆盖 形成纤维性粘连.

2   腹膜粘连发生的分子机制

Menzies [3]提出 机械性损伤 组织缺血 异物刺激

及腹膜炎等导致的浆膜损伤是腹膜粘连的主要诱因. 生

理状态下 腹膜纤维蛋白胶状物的形成和溶解处于动

态平衡状态 凝固的纤维蛋白能在72-96 h 内被纤溶

酶溶解.  腹膜损伤 缺血 炎症均能使纤溶活性降

低 这是腹膜粘连形成最主要的原因. 腹膜损伤早期

毛细血管通透性增高 血液中纤维蛋白 纤维连接蛋白

渗出 血小板 淋巴细胞 中性粒细胞[4]游出 同时组

织缺氧 局部异物刺激等激活单核巨噬细胞 肥大细

胞 成纤维细胞 血小板 产生并释放大量生物活性物

质如前列腺素 白三烯 氧自由基 细胞因子 5羟色

胺 组织胺及激肽释放酶 进而促进纤维母细胞的增

生 胶原的合成 纤维蛋白胶状物的沉积. 纤维蛋白胶

状物是以胶原-纤维连接蛋白-蛋白多糖复合物的形式

存在. 纤溶酶可将纤维蛋白和纤维蛋白原降解为纤维蛋

白降解产物(FDP) 从而阻碍细胞外基质中纤维胶状物

的形成. 组织中的纤溶酶是以酶原形式存在的 纤溶

系统的活性有赖于纤维蛋白酶原激活剂(t-PA)的活性

t-PA可被体内的纤溶酶原激活剂抑制物(PAI)所拮抗. 通

常认为 腹膜损伤早期(72 h 内) t-PA降低和PAI 浓

度增高[5]导致大量的基质纤维胶状物不能被分解而永久

性沉积下来 形成粘连. Hellebrekers et al [6]研究认为
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腹膜损伤后 t-PA 含量在创伤后4 h最低 以后逐渐

增高 24-72 h 增高至正常或稍高水平 而局部纤维

蛋白合成量明显增多 因而导致沉积. 1 wk 后大部分

纤维蛋白消失 呈现大量的纤维母细胞及胶原纤维 形

成纤维性粘连. 另外 影响粘连形成的因子尚有细胞外

基质中的金属蛋白酶 因其可以降解 - 型胶

原及纤维结合蛋白. 基质金属蛋白酶(MMP-1)与基质金

属蛋白酶抑制剂(TIMP-1)作用相反 二者受多种细胞

因子及激素的调节 与创伤愈合结局关系密切[7]. 目前对

腹膜粘连相关细胞因子的研究比较深入 现选择三种主

要的细胞因子分述如下:

2.1 转化生长因子 β (TGF-β)  TGF-β是启动和终止组
织修复的一种主要细胞因子 是细胞生长的双向调节

剂[8] 在腹膜粘连过程中有重要作用. TGF-β来源于人
胚胎 血小板 单核细胞 中性粒细胞 淋巴细胞 成

纤维细胞 巨噬细胞等 他能向临近细胞发出信号 调

节损伤组织重建的全过程. 哺乳动物中TGF-β有三种类
型 即TGF-β 1 TGF-β 2 TGF-β 3 不同的器官
表达不同的TGF-β 表达量与粘连形成有关[9] 腹腔
器官 浆膜组织及粘连部位表达TGF-β1 TGF-β3增
多 其中TGF-β1在组织损伤中效应最强. 另外 在缺
氧条件下间质细胞表达TGF-β1增高 导致 / 型胶
原比率增大[10]. TGF-β通过与靶细胞受体结合发挥其效
应 他至少有 三种受体 所有细胞均有表达.

型受体为跨膜的丝-苏氨酸激酶 完成细胞间

的信号识别 参与介导TGF-β对细胞外基质的合成与
沉积 调节细胞生长增生; 型受体主要将TGF-β呈
交给另外两种受体并调控细胞黏附蛋白和脂肪的形成.

TGF-β能促进细胞外基质中各种成分如胶原蛋白 纤
维连接蛋白和蛋白多糖的表达 抑制其降解 刺激结缔

组织的形成. 在腹膜粘连过程中 TGF-β 可能在损
伤 炎症及纤维化之间起桥梁作用: 腹膜损伤后血小板

和巨噬细胞释放TGF-β 启动一个连锁反应 破坏
了纤维蛋白溶解与合成的平衡 同时还导致细胞外基

质的沉积 从而促进了腹膜粘连的形成. 有实验报道[11]

人腹膜间皮细胞加入人重组TGF-β1体外培养24 h 测
定 t-PA和 u-PA PAI-1和 PAI-2的mRNA及其蛋白

含量 结果: t-PA mRNA和蛋白含量是对照组的50 

(P =0.001) PAI-1 mRNA及其蛋白较对照组成倍增

长 u-PA基因表达增高 但蛋白含量没有增高 PAI-2

没有变化 表明TGF-β1可抑制组织型纤溶酶原激活剂
(t-PA)的活性 增强组织型纤溶酶原抑制剂活性.

2.2 血管内皮生长因子(VEGF)  VEGF又名血管通透因

子(VPF) 是 1989 年发现的一种血管生成因子 是由

2个相同多肽链通过二硫键构成的同源二聚体糖蛋白

其基因由8个外显子及7个内含子组成 全长14kb. 其

生物学功能主要有: (1)促进内皮细胞的增生. (2)增加血

管的通透性和维持血管的功能. (3)血管生成功能. 增加血

管通透性的作用部位主要在毛细血管后静脉和小静脉.

最初认为VEGF 是通过增加内皮细胞间隙来实现的

目前认为在小静脉内皮细胞的细胞质中有一些由若干

囊液泡组成的葡萄簇样结构的小囊液泡器 通过免疫

细胞化学发现血管内皮细胞的基底膜面和小囊液泡器中

有结合的VEGF. 局部注射VEGF后可观察到小囊液泡器

功能增强 提示VEGF可能通过对小囊液泡器之间窗口

开启的调节而促使血管通透性增加. Murohara et al [12]认

为VEGF通过刺激NO和前列腺素的释放而增加血管通

透性 VEGF 增加血管通透性的作用十分强烈 其效

应是组胺作用浓度的5万倍. VEGF抗体可拮抗VEGF的

强烈血管通透作用 从而抑制纤维蛋白原渗出 沉积

达到预防粘连的作用.

2.3 肿瘤坏死因子(TNF- )  TNF- 属于介导炎症的

细胞因子 在体外能促进成纤维细胞的增生 激活中

性粒细胞 肥大细胞 巨噬细胞 内皮细胞 在体

内炎症前期有一定的介导作用 同时也是炎症反应中

激活细胞因子级连反应的主要递质. 在炎症腹膜中

TNF- 的合成和释放 成为产生纤维素性粘连的基础[13].

TNF- 能使腹膜间皮细胞增加 型纤溶酶原激活剂抑

制剂(PAI-1)的生成[14]. 实验[15]表明术后TNF- 含量与

粘连形成呈线性正相关.

3   腹膜粘连的药物防治

腹膜粘连形成机制的复杂性提供了各种药物干预的机

会. 近年来药物治疗取得了新的进展.

3.1 抗炎药  通过抗炎症反应 减少纤维蛋白渗出 防

止腹膜粘连形成. 有研究证明5-羟色胺受体拮抗剂有减

少粘连的作用[16]. 激素类药虽有抗炎作用 但其抑制免

疫 影响伤口愈合 较少应用. 非甾体抗炎药(如布洛

芬 消炎痛 阿司匹林等) 是通过影响环氧合酶活性

而改变花生四烯酸代谢 抑制其终产物(包括前列腺素

和血栓素)的形成 以调节炎症过程 预防粘连形成

的动物实验[17, 18]已多次证明大量静脉用药可减少腹腔粘

连的形成. 色甘酸二钠是肥大细胞膜的稳定剂 减少肥

大细胞脱颗粒 动物实验[19]表明其可使腹膜粘连减轻.

Dai-Kenchu-to可抑制COX-2活性[20] 防止术后肠粘

连和炎症反应. 氧自由基清除剂及钙通道阻滞剂亦可减

轻局部炎症而预防粘连形成 Galili et al [21]最近用美蓝

腹腔给药能明显减少手术后腹膜粘连的形成 机制是

干扰自由基的产生 减少红细胞膜损伤.

3.2 促纤维蛋白溶解 抑制成纤维细胞增生药物  (1)纤

维蛋白沉积是粘连形成的关键环节 预防和去除纤维

蛋白的药物在理论上可以防止粘连的形成 但其有引

起伤口愈合不良或出血的危险: (a)全身或腹腔内应用链

激酶 尿激酶 弹性蛋白酶. (b)应用组织纤维蛋白溶

解酶原激活物防止粘连及使用 -球蛋白增强巨噬细

胞吞噬渗出的纤维蛋白的功能. (c)抑肽酶为非特异性纤

溶剂 作用机制可能是调节腹膜修复中的一些递质和

纤维蛋白溶解作用 Ozogul et al [22]研究认为抑肽酶在
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腹膜损伤早期抑制白细胞功能相关抗原(LFA) 通过抑

制纤溶酶及转化生长因子β的活性防止粘连形成. (2)防
止纤维蛋白的沉积: (a)腹腔应用枸橼酸钠 肝素或其他

抗凝剂来预防手术后腹腔内纤维蛋白沉积形成粘连. 机

制: 促进纤溶酶原激活物的活性 从而增强纤维蛋白溶

解作用; 刺激巨噬细胞分泌纤维蛋白溶解酶原激活物. (b)

灌注奥曲肽: 是生长抑素的一种合成类似物 可抑制T

细胞对组织损伤的反应 减少胶原的合成 防止胶原

纤维沉积形成粘连[23]. (c) 含RGD片段的多肽: 含 3-7个

氨基酸的多肽均具有防粘连作用 但以7肽作用最为

显著[24] 机制是通过阻止整合素与相应受体结合 从

而阻止纤维连接蛋白与纤维蛋白结合 阻止纤维蛋白

沉积 并可阻止血小板聚集与激活 阻止白细胞渗

出 最终防止粘连形成. (d) 纤维蛋白密封剂[25]在腹膜

创伤后防止纤维组织的沉积 防止粘连的形成. (e)丹参

注射液对体外培养的成纤维细胞的增生和分泌有抑制

作用 丹参可使粗面内质网变性 使细胞合成胶原蛋白

减少. (3)抑制成纤维细胞增生: 激素类药物可抑制成纤维

组织的增生 氯氟舒松软膏局部涂擦腹膜受损创面的

动物实验[26]表明其可降低严重的腹膜粘连 但激素易

致吻合口不愈合及腹腔脓肿. 5-氟尿嘧啶也有相似作用

及副作用.

3.3 某些防腹膜粘连的大分子物质  (1)卵磷脂: 存在于机

体细胞膜及腹腔液中. 外源性卵磷脂可在腹膜损伤处形

成一层光滑薄膜 可阻止两创面对合 同时增加小肠

的活动性. 这样可减少纤维蛋白在两个浆膜面间的沉着

而预防粘连形成. Muller et al [27]实验研究表明磷脂可减

轻粘连的形成 不影响损伤部位的胶原合成 不影响创

伤的愈合. 脂肪乳剂及聚乙烯吡咯烷酮(PVP)有类似作用.

(2)甘油等组成的泡沫状物: 一种由甘油 丙二醇 硬

脂酸甘油脂及硅酮油组成的泡沫状混合物 腹腔给药

后 可通过阻止纤溶酶原激活剂由创面移走而防止粘

连形成 还可阻止细菌 真菌及酸碱化学物质进入腹膜

创面. 其确切机制及临床价值有待进一步研究. (3)右旋糖

酐: 是一种来源于发酵过程可溶于水的多糖类. 作用机制:

水化漂浮和硅化作用分隔腹膜面 稀释局部纤维蛋白

的浓度 保护局部纤维蛋白溶解酶原激活剂及干扰多

形核白细胞表达黏附分子等. 但临床妇科研究未能证明

其抗粘连作用 并因其可引起腹水 凝血功能障碍及

过敏反应等限制临床应用[28]. (4)透明质酸(HA): 一种新型的

防止术后组织粘连的高分子可吸收生物医学材料[29] 是

一种高分子量直链多糖 有特殊的物理化学和流变学

特性以及生物学作用 同时又是生物可降解性高分

子 具有良好的生物相容性 对防止术后组织粘连有

良好效果. 透明质酸钠可减少淋巴细胞浸润 抑制细胞

的迁移 限制血纤维蛋白原的扩散 抑制超氧化物从

PMN中释放[30] 有效防止腹膜粘连 在腹部外科手术

临床应用中有良好效果. (5)半固态胶状物: 泊洛沙姆

(poloxamer 407)与N O-羧甲基己丁糖(NOCO): 均具有

较好的组织相容性 可于创面形成胶状物 实验证明

均有可靠的防粘连效果 但机制不清. (6)蜂蜜有适宜的

湿度 低 pH 高渗性的物理特性 可促进损伤创面

的愈合 研究表明[31]蜂蜜在损伤表面形成高渗性保护

机制 抑制纤维蛋白酶原的活性.

3.4 隔离物  腹膜粘连形成关键在伤后的5-7 d. 若在腹

膜损伤面间置入隔离物 且保持1 wk 受伤腹膜便可再

上皮化 最后无粘连愈合. (1)膨化聚四氟乙酸(EPTEE):

用于血管移植物已数年 因其非免疫原性 近年用于预

防粘连. 但其疏水性 组织黏附性差及非生物降解性

使其必须缝合于损伤处成为永久性异物 进而增加了

缝合部位感染和粘连的机会. (2)氧化再生纤维素(ORC):

ORC 生物相容性良好 能完全在体内降解 滴到损

伤部位后迅速形成胶状物并持续1 wk 左右. 实验证明

ORC可显著降低粘连的范围及程度 但用前应彻底止

血[32]. (3)羧甲基纤维素(CMC)是一种生物相容性良好

能完全在体内降解 无毒的液性生物材料 经动物实验

证实 抗粘连作用明显 用于腹腔1 d后形成胶冻样

物质 可保护受损组织再上皮化至5 d左右 之后自

体内清除. 透明质酸羧甲基纤维素(HA-CMC): 是HA与

CMC 结合而形成的新型可吸收生物膜 具无毒 无

免疫原性及生物相容性好等特点. 用于腹腔 1 d后形

成吸水性凝胶 可保护组织再上皮化至第 7 d 28 d

后自体内清除 不需缝合. (4)聚乙烯乙醇侧链和苯基硼

酸聚合体的主链部分与生物表面形成可逆的共价复合

物 比其静电结合生物效应更明显 自然的覆盖创面

保护这些表面不与其他蛋白或细胞进行交互作用 4 h

内阻挡细胞扩散 24 h效应降低 同时聚合物也能提

高外科手术粘连溶解的疗效[33]. 聚乙烯乙醇水凝胶交联

明胶经紫外线照射10 h 在动物体内凝胶层3d 被降

解 紫外线照射时间越长 降解时间越长[34].

3.5 其他疗法  (1)通过应用血管内皮生长因子(VEGF)抗

体 拮抗VEGF 的作用 可减少组胺 激肽 花生

四烯酸代谢产物 改变血管通透性 抑制纤维蛋白原沉

积 最终抑制粘连形成[35]. (2)抗转化生长因子-β 抗
体 能明显减少纤维组织的细胞密度. (3)白介素10(IL-

10)通过免疫调节减少术后粘连. (4)昔帕泛是血小板激活

因子的拮抗药 研究表明[36]其可减轻腹膜粘连 且不

影响创伤晚期羟脯氨酸含量 即不影响创面愈合. (5)晶

体液腹腔灌注可减轻粘连 但晶体液吸收快 500 ml晶

体液在24 h内可被吸收干净 而腹膜再上皮化需5-7d.

(6)胃动力促进剂: 新斯的明 西沙必利等. 避免肠管

间 肠管与腹膜间长久固定接触 减少粘连. 西沙必利

(普瑞博思)可促进神经丛的内源性乙酰胆碱释放 还

可通过促进运动胆碱能神经影响激素的释放及直接与

内分泌细胞相互作用 主动增加胃肠动力. (7)针灸并音

频离子导入 推拿正弦调制中频电流 穴位注射配合

音频治疗以及大乘气汤 通腹泻热灌肠合剂等中药方

剂预防术后腹膜粘连.



        此外 改进外科技术也是防腹膜粘连的重要方面.
其目的为减少组织损伤 减轻组织缺血缺氧性损害. 只
有改进外科手术技术才能有效减少不必要的术后粘连
的发生率和死亡率. 外科操作时应注意 (1)缩短手术时间.
(2)手术操作轻柔规范 勿伤肠管 脏器的浆膜 避免牵
拉 触摸及电灼 保持浆膜湿润. (3)切勿缝合过紧 应
用细而无组织反应的缝线. (4)减少异物进入腹腔(如滑石
粉 线头 棉丝). (5)腹腔清洗液用吸引器吸净 避免用
纱布揩擦. (6)尽可能选择创伤小的外科手术方式(如腹腔
镜手术). (7)术后早期活动 促进肠蠕动恢复.
       到目前为止 临床腹部外科手术后腹膜粘连的防治
仍是一个重大难题 尚无一种安全 有效 简便及可靠的
防治粘连的措施. 随着对术后腹膜粘连发病机制认识的逐
渐深入 预防粘连会有更可靠的依据和方法. 随着生物医
学研究的发展 合成可降解 具有良好生物相容性的无
毒 无副作用的液状高分子生物材料 做为隔离物将成为
医学界研究的热点之一. 单一隔离物并非十分理想 如能
把隔离物与促纤维蛋白溶解 防止纤维蛋白沉积等药物
联合应用 必将前景辉煌. 相信在国内外医学工作者的共
同努力下 随着对腹膜粘连机制的进一步阐明会有新的

复合生物材料及生物制剂涌现 应用临床 造福人类.
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摘要

目的: 综述进展期大肠癌多药耐药细胞株建立的进展.

方法: 回顾复习近年的的文献 了解多药耐药与大肠癌细

胞株建立的情况 并对大肠癌多药耐药细胞株建立的情况

进行概括.

结果: 多药耐药(MDR)是大肠癌化疗失败的主要原因之一

建立多药耐药细胞株 为临床治疗大肠癌奠定的基础.

结论: 建立大肠癌耐药细胞株 为临床克服化疗障碍 提

高大肠癌对化疗药物的敏感性 对大肠癌治疗起到重要作用.

姚学清, 林锋. 肿瘤多药耐药和进展期大肠癌耐药细胞株建立研究进展. 世界

华人消化杂志  2003;11(9):1433-1435

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1433.asp

0   引言

大肠癌是消化道常见的恶性肿痛 其发病率和死亡率

在消化道较高. 进展期大肠癌根治性效果差 手术切除

率只有50 %左右 大部分进展期大肠癌术后发生腹腔

内复发转移 5 a生存率只有23-30 %. 近年腹腔热灌

注化疗[1-3 ]引起国内外学者广泛的关注 对术后腹腔内

复发转移的防治具有一定的作用 但多药耐药

(multidrug resistance MDR)是大肠癌化疗失败的主要

原因之一 关于MDR机制的研究及如何克服MDR的

问题 受到国内外广大学者的高度重视 体外耐药细

胞株的建立是研究肿瘤细胞耐药不可缺少的模型 国

内外就耐药机制的研究已建立许多种耐药细胞株 并

以耐药细胞株的建立而筛选MDR逆转剂 为临床克服

化疗障碍 提高大肠癌对化疗药物的敏感性 对大肠癌

治疗起到重要作用. 本文就MDR发生机制及建立大肠

癌耐药细胞株和建株注意问题进行综述.

1   MDR发生机制和MDR逆转

MDR是肿瘤细胞在接触了一种抗癌药物后产生的对其

他多种结构与功能迥异的天然药物的耐药[4, 7] MDR是

肿瘤化疗主要障碍之一 与之相关的是Pgp 在 Pgp

方面的研究逐渐增多 Pgp 来自肿瘤细胞 作为一种

独立的能量流出泵(也称ATP流出药泵)导致化疗药物药

性降低 MDR1 (multidrug resistance gene)及其产物Pgp

能够将化疗药物从肿瘤细胞中泵出 减少抗肿瘤药物

在细胞中聚集.产生MDR机制很多 其中主要有以下几

方面: (1) MDR1 (multidrug resistance gene)基因产物Pgp过

度表达; (2)MDR相关蛋白(multidrug resistance-associated

protein)过度表达[5]; (3)LRP (lung resistance protein)介导

MDR 使化疗药物在肿瘤细胞聚集降低; (4)拓扑异构酶

(ToPo )活性降低; (5)谷胱苷肽-S-转移酶(glutatheone

S transferase GST)活性增强; 蛋白激酶C(PKC)与MDR

表型相关; 癌基因 c-mcy C-myb表达减少和C-fos

C-jun表达增加[6]. 从以上MDR机制可以看出 MDR包

含非常复杂机制 目前有些机制尚未明了. 在MDR方

面MDR1mRNA和Pgp可能是重要目标. Musto et al [8]研

究发现 人TNF和IL-2在MCT15和MCT116人结肠癌

细胞系转导和表达 可以逆转MDR TNF和 IL-2部分

减少mRNA和Pgp水平上MDR1表达(P <0.243). 几种类

似方法可以影响Pgp活性 应用钙通道阻断剂 钙调蛋

白等 或应用各种细胞分裂调节MDR1基因表达 并

且MDR基因表达应视作先天性表达 说明MDR1基因

表达大部贯穿于肿瘤中 这对肿瘤化疗起着关键作用.

有关MDR1基因及其表型的研究基本清楚 MDR1基因

克隆及其基因表达已用于临床.根据MDR 发生机制

可以采取以下几种方法来逆转MDR: (1)应用钙通道抑制

剂 使肿瘤细胞内化疗药物聚集增加 从而增加抗癌

药效性; (2)利用单克隆抗体选择性抑制MDR 细胞生

长 减少肿瘤细胞MDR; (3)应用MDR细胞对某些药物

和环境改变的高度敏感性使MDR逆转. 逆转剂的出现为

逆转药物的研究提供了一定理论基础 同时解决了一

些实际问题.Weinstein et al [9] 认为65-68 %大肠癌最初

是由MDR1 mRNA和Pgp表达的. 最近有关报道 MRP过

度表达机制可能是非Pgp介导产生的 这种Mr 190 000的

膜蛋白由MRP编码完成. Filipits et al [10] 认为首先是解决

MRP在大肠的表达 从而解决MRP耐药机制 克服大肠

癌化疗中 MRP具有重要参考价值. 其次评估MRP作为

其他临床参数 包括患者的存活率.Versantvoort et al [11]认

为 MRP引起MDR有两种模式. (1)MRP具有运转谷胱甘

肽-S- 偶合物和细胞毒性药物的双重作用 药物运转

的调节与谷胱肽-S-偶合物运转的调节是密切相关的.

(2)MRP是一种谷胱甘肽-S-偶合物运载体 能够活化

内源性潜在药物的运转蛋白 细胞毒性药物由细胞内
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的潜在药物转运蛋白转运 而MRP能与之形成膜相关

复合物 MRP对谷胱甘肽-S-偶合物的运转将同样引

起药物的一系列变化. 总之MRP在某些实体瘤中已被证

实作为另一种MRP基因可能参与替代MDR机制[12].

2   耐药细胞株的现况

自1988年Broggini et al [13]建立结肠癌耐药细胞株以来 国

内外一系列耐药细胞株相继建立. 1989年Sommers et al [14]

乳腺癌耐药细胞株建立 K562/A02[15] SGC7901/VCR

SGC7901/ADM SGC7901/5-FU SGC7901/MTX[16]等耐

药细胞株相继建立 为研究MDR机制和MDR逆转 提

高肿瘤细胞对化疗药物敏感性 从而为临床肿瘤的治

疗提供了逆转耐药模型 以指导临床医生选择合理的

化疗方案. 耐药细胞株的建立是选用接种8 h后处于对

数生长期的亲代细胞 用一定的化疗药物浓度反复处

理 待亲代细胞生长稳定后逐步增加药物浓度. 开始2-

3 wk 增加一倍的剂量药物浓度 用有限稀释法克隆

长出克隆后再取出培养 6-10 mo后[17, 18]建立耐药细胞

株. 但不同的药物浓度作用于不同的细胞系 以及不同

药物作用方式下所产生的耐药性特征具有明显的差异.

Yang et al [17]应用2种方法诱导人结肠癌多药耐药细胞

株Adr1.2 和 SRA1.2 是由人结肠癌细胞系Lovo 培养

建株 Adr1.2是由不同浓度的阿霉素长期连续处理诱导

建株 SRA1.2是由阿霉素间断处理而诱导建株 这两

个耐药细胞株具有交叉耐药和相似光谱细胞性因素

但Adr1.2在9种化疗药物实验中 阿霉素耐药性最强

SRA1.2对长春新硷耐药性最强 尽管SRA1.2具有Lovo

细胞相似的生物学特性 而Adr1.2 可以显著改变其生

物学特性.另外 SRA1.2在无药条件下可以维持10 mo

耐药性 进一步研究表明 Adr1.2 和 SRA1.2 作为 2

种不同的耐药模型 为研究人结肠癌MDR提供了一种

理想模型. Cohen et al [19]所建立HT-29/ADM耐药细胞

株 在这个体系中 治疗前亚毒性剂量ADM作用于人

结肠癌HT-29细胞 并在无药培养基中培养24 h 然

后用ADM 0.3 µg/mL作用于HT-29细胞1 h 在这段时
间细胞的存活能力和没有治疗的肿瘤细胞相比 治疗前

细胞存活能力增加100倍 增加ADM剂量(2-8 µg/mL)
后 增加细胞的存活率 这种结果表明 具有一小

部分抗ADM细胞产生抗ADM表型. 类似的诱导耐药性

观察到75 %亚克隆细胞是从有限稀释HT-29细胞中分

离出来 提示亲代细胞HT-29 可以产生ADM表型

说明耐药机制的复杂性. 总之 耐药细胞株的建立为寻

求逆转人类肿瘤耐药新型化疗的增敏剂或综合化疗提

供了实验模型.

3   MDR的临床意义

MDR产生的主要原因是过度表达的Pgp使大肠癌细胞

内药物外流增加 故任何降低其外流的物质可使细胞

内药物聚集增加 从而有效杀伤大肠癌细胞[20]. 应用灵

敏的试验方法 Vitols 发现大肠癌RNA表达水平低于

正常组织 其他显示肾脏附近组织和肾脏具有较高的

MDR1mRNA 表达水平 而在肺脏 肝脏 空肠和结

肠是中间表达水平 其他组织是低表达水平[21-25]. 在肾

脏附近 肾脏 肝脏和结肠肿瘤中有较高标准的

MDR1mRNA[26] MDR1基因过度表达是产生MDR的主

要原因.Walther et al [27]研究发现TNF和 IL-2可以调节

MDR1表达和增加某一MDR1药物在肿瘤细胞系毒性.

        MDR临床价值 决定大肠癌的患者MRP的临床价

值 Filipits et al [10]应用RT/PCR及免疫组化的方法研

究了MRP表达 MRP表现型 观察了88 %大肠癌标本

单克隆抗体QCRL-1和QCRL-3在所有标本中占23 %

强阳性 77 %弱阳性 对于年龄及性别无明显差别. 早

期结肠癌中瘤体大小 级别及远处淋巴结转移 强阳性

的MRP表达与MDR1RNA或Pgp蛋白无关 与临床大肠

癌存活率有明显的差异. 辩认MDR生物学机制可以改善

临床大肠癌治疗[28] 美国癌症防治研究所应用60株细

胞株作为新的因子 以PCR技术设计MDR1/Pgp的表达

在39株细胞中检出MDR表达基准 尤其在肾癌和结

肠癌有很高表达水平. 一般来说 由Pgp含量较高的组

织发生肿瘤 其MDR1/Pgp 表达水平也较高 而未经

治疗的肺癌 乳癌 食管磷癌等Pgp表达阴性 说明由

MDR1过度表达组织癌变时 其MDR1基因也表达[29-32] .

在大肠癌的治疗过程中 MDR给临床化疗带来许多困

难 国内外学者对MDR 作了大量的研究工作 近年

来 由于使用了更有效的化疗药物 同时制订了更完备

的联合化疗方案 使大肠癌患者化疗的疗效得到了稳

定的提高 在临床很多患者经过最初的化疗后 最终产

生MDR 从而使临床化疗失败 但如何解决MDR方

面的诸多问题 还处于探索阶段.

        MDR是耐药的重要形式 大肠癌的MDR是一种复

杂现象 可能包括MRP基因和MDR1基因 MDR是大

肠癌化疗失败的主要原因 MDR的表达水平与大肠癌细

胞对化疗药物的耐受性相关 所以 通过对MDR的发生

机制的研究 以反映大肠癌患者对药物敏感程度 以指

导临床医生选择合理的化疗方案. MDR作为一种Pgp过

度表达 是临床医生在大肠癌的化疗遇到的技术难关.

4   建立耐药细胞株注意问题

4.1 材料准备  目前 临床建立许多种耐药细胞株 选

择亲代细胞和药物应与临床应用具有相关性 试剂和

溶液配制严格科学性和严密性.

4.2 建株方法选择  耐药细胞株建立一般分2种方法[17]

一是逐步增加药物浓度的方法作用于亲代细胞 培养

建株; 二是间断大剂量浓度药物作用于亲代细胞建株. 无

论是持续或间断诱导都应以与临床周期性化疗相配套

所建立的耐药细胞株更好模拟化疗后患者出现耐药情

况 更适合研究MDR 模型.
4.3 结果判定  临床建立耐药细胞株[13-19] 采用细胞形
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态学 超微结构观察 细胞生长曲线测定 IC50 (the
50 % inhibition concentration)测定 染色体核型分析法
等 Yang et al [17]应用基因扩增仪测定所建立的耐药细
胞系MDR1 从分子水平上探讨MDR机制 从而为临
床MDR逆转及化疗增敏剂应用提供更加理想的实验基础.
       总之 耐药细胞株的建立 为临床研究MDR机制提
供良好模型 为耐药逆转剂研究提供了一定的途径 但
如何把耐药细胞株建立更好与临床肿瘤化疗产生的
MDR有机结合起来 探讨其MDR机制还有待于进一步
完善. 对耐药细胞株的各项检测方法有待于进一步研究.
大量的体外耐药细胞株建立 为进行有效的临床化疗
耐药机制试验作了准备. 各种耐药逆转剂发现 可以提
高肿瘤细胞内药物浓度 但无论是何种耐药逆转剂 对
肿瘤细胞内药物浓度只是部分逆转 提示我们有必要
筛选更有效的逆转药物. 随着高效逆转剂的不断发现
并逐步应用于临床 各种耐药细胞株的建立 肿瘤化疗

的耐药性将被克服.
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摘要

动物体内的肽转运载体主要有两种 PepT1 和 PepT2.

PepT1主要是肠肽转运载体  PepT2主要是肾脏肽转运载

体.肽载体的分子结构特征主要有: (1)有 12个假想的穿膜

区 在9区和10区之间有一大的胞外环 且所有穿膜区

内的序列都高度保留 胞外环上的序列保留的很少 (2)被

编码的蛋白上有多个N-糖基化和蛋白激酶的识别位点

他们可能参与肽转运的调控; (3)PepT1 上的His-57 和

PepT2上的His-87是最关键的组氨酸残基 他们可能是

转运蛋白发挥吸收功能时最关键的结合位点;  (4)不同动物

肽转运蛋白的氨基酸范围在707到729之间 且不同动物

相同器官肽转运载体的同源性高(大约80 %) 同种动物不

同器官肽转运载体的同源性低(大约50 %). 了解肽载体的分

子特征和组织分布 可以更好地理解肽吸收的分子机制并

有利于今后肽类药物的研发.
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0   引言

肌体能否从消化道将完整的小分子肽吸收入血是近年

来蛋白质研究领域的热点之一. 肽若完整吸收 需穿越

两个膜屏障 一是肠上皮细胞的刷状缘膜 另一个是肠

上皮细胞的基底膜. 现已知小肽能借助刷状缘膜上的肽

转运载体PepT1进入肠上皮细胞 这些进入肠上皮细

胞的小分子肽有多少能免遭肽酶的水解并穿过基底膜

进入血液循环 目前还不清楚[1-5]. 本文仅对不同动物

体内 肽穿越第一膜屏障时需借助的肽转运载体的分

子特征 以及其他组织上肽转运载体的分布情况和分

子特征作一综述.

1   人类 兔子和大鼠的肽转运载体

1990 年代中期 肽载体的分子结构逐渐明晰.在 1994

年 两个实验小组同时确定了兔子的寡肽转运载体

PepT1[6, 7]. 兔子 PepT1的 cDNA长度为2.7 kb 他编码

的蛋白质由707个氨基酸残基组成.氨基酸序列研究表

明PepT1是由12个穿膜区组成的膜蛋白. 该蛋白在9区

和10区之间有一大的亲水环 这一结构区别于以往报

道的载体蛋白. 体外翻译的结果表明 膜蛋白中的亲水

环是与N相连的糖基化的靶点 且位于细胞外.该蛋白

还有其他特征 如其上有一蛋白激酶C的磷酸化位点

和一依赖性cAMP的磷酸化位点[7].

         其他研究者克隆了人[8]和大鼠[9]的PepT1. 人的PepT1

(h PepT1) cDNA长为2.2 kb 有一开放的阅读框 编

码由708个氨基酸组成的蛋白质[8]. 大鼠的PepT1 cDNA

长为 2.9-3.0 kb 有一开放的阅读框 编码由710 个

氨基酸组成的蛋白质[9- 12].

        尽管不同种类动物PepT1 cDNA的长度不同 但是

他们编码的蛋白质在结构上却非常相似[13]. 他们都有12

个假想的穿膜区 且在9区和10区之间有一长的亲水

片段 这也是这一组转运蛋白最显著的特征. 结构预测

模型表明 长的亲水环位于细胞膜的外侧 包含有几个

与N相连的糖基化位点. 膜内容纳所有的12 个 α- 螺
旋 且氨基端和羧基端都位于胞质一侧.这些PepT1蛋

白具有高度的同源性.大鼠PepT1的氨基酸序列与兔子

和人的PepT1氨基酸序列分别有77 %和 88 %的同源

性[9]. 兔子和人的PepT1有81 %的同源性[8]. 但这些转运

蛋白的氨基酸序列与其他已知的转运蛋白没有强的同

源性. 值得注意的是 所有穿膜区内的序列都高度保

留 而胞外环上的序列却保留的很少.转运蛋白在结构

上的差别表明蛋白激酶A和C磷酸化位点的位置和数

量可能有所不同.但这些转运蛋白结构上的差异与其转

运功能有何联系 现在还不清楚.

       另一种肽的转运载体 PepT2 与PepT1在结构和

功能上都有所不同[14-19]. 人的PepT2 cDNA的全长是2.7 kb

有一长为2.2 kb的开放阅读框[16]. 大鼠的PepT2 cDNA长

为3.9 kb[14]. 尽管这些PepT2 cDNA的长度不同 但他

们都编码由729 个氨基酸组成的蛋白质[20]. PepT1 和

PepT2的共同特征包括假想的12个穿膜区 一个大的

胞外环和几个依赖于磷酸化的蛋白激酶位点.

        虽然PepT1和PepT2转运蛋白在结构上有如此多的

相似性 但他们仍属于两个不同的转运体系[13]. 同种动

物的PepT1 和 PepT2 相比 其同源性低于不同动物相

同转运体系之间的同源性. 例如 人的PepT2与大鼠的

PepT2 转运蛋白的氨基酸有83 % 的同源性 而人的

PepT2与人的PepT1转运蛋白仅有50 %的同源性. 而且

PepT2蛋白比PepT1蛋白的分子量大.

         被克隆的肽转运蛋白的转运活性通常是通过肽转运



蛋白的cDNA在非洲爪蛙卵母细胞(xenopus oocytes)或其

他细胞体系中体外表达来研究的. 体外转运研究表明

肽载体能广泛的吸收二肽和三肽 这些二肽和三肽可

由酸性 碱性或疏水性氨基酸组成. 在不同的条件下肽

载体的转运底物可能是带电荷的或是中性的. 在生理pH

条件下 中性底物比带电荷的底物更容易被肽转运载

体转运. 且PepT1对中性和阴性底物的亲和性比对阳性

底物的亲和性大.若想转运阳性底物 pH 必须再高一

些[21-23, 26].

        肽转运载体的转运特征之一是肽底物与质子耦联转

运[24, 25, 27-29]. Brandsch et al [30]研究了Gly-Ser通过Caco-2

(PepT1)和 SKPT细胞系(PepT2)时 胞外pH为6.0或 7.0

的情况下 质子对Gly-Ser吸收的影响.在Caco-2细胞

里 转运载体与Gly-Ser 的亲和常数(Kt)在 pH6.0时为

1.0 mmol/L-1 在pH7.0时是1.2 mM.而Gly-Ser的最大

吸收速度(Vmax)在pH6.0时为13.7 0.3 nmol 10 min-1mg-1蛋

白 在pH7.0时为5.8 0.3 nmol 10 min-1mg-1蛋白. 在

SKPT 细胞系里也获得了相似的结果.可见 在两种细

胞系里 质子仅影响了Vmax 而对底物与转运载体的亲

和性没有影响. Steel et al [31]的研究表明 质子与肽之

间存在一个耦联比例 对中性 酸性和碱性的二肽来

说 该比例分别为 1 1 2 1 和 1 1.  且 pH 在

5.5-6.0 的情况下 PepT1优先转运中性和酸性底物.

       影响转运蛋白结构的因子 如转运蛋白在细胞膜

上的位置 底物与转运蛋白结合的特定位点等都影响

转运蛋白的转运活性. 有报道表明 转运蛋白的组氨酸

残基中 hPepT1上的His-57和 PepT2上的His-87是

最关键的组氨酸残基 他们可能是转运蛋白在发挥吸

收功能时最关键的结合位点[32-37] 而大鼠PepT1 上的

必须组氨酸残基可能涉及到与H+和底物 α-氨基的结
合[23, 26, 39].

        蛋白激酶A和C可能参与了肽转运的调控. Muller et

al [38]的研究表明 表达PepT1 的 Caco-2 细胞内 增

加cAMP的水平 可以导致Gly-Ser 的吸收下降50 %.

锌是一种必需的微量元素 他在许多蛋白的结构和功

能方面发挥着重要作用 如稳定酶的结构 是酶活性位

点的必需成分 作为酶的调控因子等等. Daniel et al [40]

认为 锌对肽的转运有选择作用. 他们用硫酸锌培养刷

状缘膜囊(BBMV) 在不改变底物扩散速率的情况下

观察到Gly-Gln和 Leu-Tyr的吸收增加. 而相同情况下

锌对谷氨酰胺或葡萄糖通过BBMV却没有影响.

         肽载体在不同组织的分布信息主要来自于对编码肽

转运蛋白的mRNA的研究. 基本技术是用特定的作了放

射性标记的DNA作为探针 进行Northern 杂交分析

大多数研究报道采用的是全长cDNA. 有人报道 在兔

子的小肠中发现有2.9 kb 长的mRNA 在肝脏和肾脏

里的量比较低 而在大脑中量则更低[7, 41]. 在结肠 骨

骼肌 心脏 脾脏或肺中没有检测到mRNA.大鼠PepT1

mRNA长为2.9-3.0 kb 主要位于小肠[19, 12]. 在肾脏的

皮质发现有微量的mRNA 但在肝脏中未发现有mRNA

的存在. Liang et al [8]报道 人的PepT1 mRNA长为3.3 kb

主要出现在小肠和来自于Caco-2细胞系的肠道上皮细胞.

在肾脏 胎盘 肝脏和胰腺中也观察到了PepT1 mRNA

而在肌肉 大脑和心脏中没有发现.

        在大鼠肾脏髓质中发现一长约4 kb的PepT2 mRNA

而在肾脏皮质中的丰度较低. 在大脑 肺和脾脏中也发现

了这种mRNA 但在心脏 肝脏和小肠中未检测到[14,42 ,43].

在兔子的肾脏皮质 以及大脑 肺 肝脏和心脏中

发现一4.8 kb的PepT2 mRNA[15]. 在人的肾脏和小肠中也

检测到了PepT2 mRNA[16].

        PepT1 mRNA能够在小肠中全长表达 在结肠中表

达的丰度低的多[41] 在胃和盲肠中未能检测到. 他在小

肠中的表达仅限于上皮表面 在较深的组织 如肌黏膜

或肌浆膜 未检测到PepT1 mRNA的表达[7]. 沿着肠绒

毛的轴线(crypt-villus axis) 发现mRNA的最大表达量位

于腺窝汇合点(crypt-villus junction) 以上大约100-200 µm
处. 在整个小肠腺窝的较低部到中部未检测到这种mRNA

的存在.

         Ogihara et al [44]首次研究了转运蛋白本身而不是他的

mRNA的位置. 他们研制了一种抗-PepT1抗体 并用

他(通过免疫杂交技术)在大鼠体内寻找PepT1蛋白. 研

究结果证实 在整个小肠PepT1被严格地表达 而在

肠绒毛底部没有PepT1. 并且PepT1对于特殊的有吸收能

力的上皮细胞是专有的 且主要位于细胞的刷状缘膜.

        由以上可知 PepT1和PepT2在不同的组织分布不

同. PepT1主要是肠肽转运载体  PepT2主要是肾脏肽

转运载体.有趣的是 PepT1 在肾脏中也能检测到[42].

PepT1 存在于动物的小肠 表明其在营养和医药领域

上有重要的作用 可以借助他吸收肠道中的小肽和类

肽药物[45-51]. PepT2在肾脏中也发挥着重要的作用 通

过他可以重吸收部分肽和类肽药物 从而提高了某些

类肽药物的有效性并保存了以肽形式存在的氮源[52-57].

       近来 在大鼠的大脑中克隆出第三种肽的转运载

体[58] PHT1 他编码由572 个氨基酸组成的蛋白质

该转运蛋白也有12个穿膜区 且在胞外的亲水环上也

有多个与N相连的糖基化位点和多个依赖性蛋白激酶

C的磷酸化位点. 但PHT1是一个全新的肽转运载体 因

其能够转运小肽和组氨酸 而以往的肽载体只能转运

小肽而不能转运游离氨基酸. PHT1能在大脑和眼睛中被

表达 而在肠道和肾脏中不能被表达.且PHT1与PepT1

和PepT2的同源性很低(小于20 %) 其生理作用目前尚

不清楚.

2   禽类的肽转运载体

鸡肠肽转运载体(cPepT1)的 cDNA长为2 914 bp 编码

714个氨基酸组成的蛋白质 估计其分子大小为79.3 kD

等电点为7.48[59].

        cPepT1 氨基端的前15个氨基酸残基与哺乳动物的
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PepT1完全不同(图 1). cPepT1 预测的氨基酸序列与兔

子 人 小鼠 大鼠和绵羊的PepT1 有 62.4 % 62.

5 % 63.8 % 64.8 %和 65.1 %的同源性.疏水性研

究表明 cPepT1 类似于哺乳动物的PepT1 有 12

个假想的穿膜区 且在穿膜区9和10之间有一个大的

胞外环(图2). 模型也预测到了氨基端和羧基端均位于膜

的胞质一侧.与其他种类动物的PepT1相比 其穿膜区

有84 %的同源性 而胞外环仅有21 %的同源性.序列

分析也表明 cP e p T 1 存在 PTR2 家族标记( f am i l y

signatures) 他位于 cPepT1 的第 2 和第 3 个穿膜区

(FALIADSWLGKFKTIV SLSIVYTI)以及第5个穿膜区的

核心序列(FSIFYLAINAGSL 图 1)上.

图1  经过预测的人类 大鼠 小鼠 兔子 绵羊和鸡的肽转运载体1(PepT1)的氨基酸直线排列顺序. 与人的氨基酸序列相同的氨基酸用短
线(-)表示. 具有下划线的氨基酸序列代表依质子的寡肽转运家族中PTR2的特征序列. 引自GenBank, 序列号为AY029615.
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        大的胞外环含有4个潜在的与N-相连的糖基化位

点 分别位于Asn414 (N-F-S) Asn423(N-V-T)

Asn485(N-F-T)和Asn508(N-I-T)处.在穿膜区1和2之

间的胞外环上Asn56 (N-F-T)也有一个潜在的与N-相

连的糖基化位点.预测的蛋白还包含一个潜在的依赖性

蛋白激酶C(PKC)的磷酸化位点 其位于穿膜区6和 7

的胞内环上(Ser272 S-E-K) 而且在穿膜区8和9之

间的胞内环(The365 R-R-I-T)上有一个潜在的依赖

性蛋白激酶A(PKA)的磷酸化位点.

     在严格的杂交实验递质条件下 十二指肠 空肠

回肠 肾脏和盲肠里检测到长为2.9 kb的mRNA. 在十

二指肠 空肠和回肠组织中 mRNA有非常强烈的杂交

现象 肾脏和盲肠的mRNA杂交现象较弱 而其他组

织 包括肝脏 嗉囊 腺胃和腓骨肌上未检测到任何杂

交的痕迹. 尽管有实验表明[61, 62]大鼠的肌浆细胞(C2C12)和

绵羊的肌浆卫星细胞能够利用外源肽作为蛋白合成的

前体 但Chen et al [59] (2 002)在腓骨肌上未检测到任

何mRNA的杂交痕迹. 兔子 大鼠和人[7, 8, 12]的肝脏和

肾脏中有PepT1 mRNA存在 但在Chen et al [59]的研究

中 cPepT1 mRNA 在肾脏和盲肠中能勉强检测到一

些 而在肝脏中却未检测到任何cPepT1 m RNA的痕迹.

说明cPepT1 m RNA的表达模式与其他动物的PepT1稍

有不同.

        对 cPepT1功能特性的研究表明[59, 60] 肽转运过程

是一个依pH的过程 且其最佳的pH为 6.0 和 6.5 (优

于 pH在 5.0 5.5 和 7.0).Na+ K+或Ca2+对cPepT1的

转运活性无任何影响. cPepT1对大多数的二肽和三肽有

高的亲和性 而四肽和游离氨基酸不能作为cPepT1的

底物.

图2  鸡肽转运载体1 (PepT1)的穿膜区模型.疏水分析表明PepT1有
12个假想的穿膜区, 且在9区和10区之间有一大的胞外环. *表示潜
在的与N相连的糖基化位点, PKC表示潜在的蛋白激酶C的磷酸化位
点, PKA表示潜在的蛋白激酶A的磷酸化位点.

3   反刍动物的肽转运载体

3.1 绵羊肽载体的结构  绵羊肽转运载体(oPepT1)的cDNA
长度为2 829 bp 编码由707个的氨基酸组成的蛋白质
Mr约为78 kD 等电点为6.57[64]. oPepT1预测的氨基酸
序列与人 大鼠和兔子的PepT1有83 % 81 %和78 %
的同源性(图1).

        与人 兔子和大鼠的PepT1相比 oPepT1也有12

个假想的穿膜区 且在9区和10区之间有一长的胞外

环(200个氨基酸). 氨基端和羧基端也位于膜的胞质一侧.

但在长的胞外环上含有5个与N相连的糖基化位点 分

别位于Asn404 (N-N-S) Asn434 (N-L-S) Asn438 (N-

I-S) Asn508 (N-V-S) Asn513 (N-A-S).在穿膜区3

和4之间短的胞外环上观察到一个与N相连的糖基化位

点 位于Asn117 (N-I-S). 预测的蛋白上包含4个潜在

的依赖性蛋白激酶C(PKC)的磷酸化位点 位于穿膜区

6和7 (Ser252 S-K-K Ser266 S-E-K) 8和9(Ser357

S-L-K) 以及10和11 (Ser611 S-N-M-K)之间的胞内

环上. 还含有3个潜在的依赖性蛋白激酶A (PKA)的磷酸

化位点 位于穿膜区6和7 (Ser249 R-I-S Ser275 R-

L-I-S)以及8和9 (Thr362 K-M-T)之间的胞内环上[64].

        尽管 oPepT1在结构上与其他动物的PepT1存在一

定的相似性 但他们之间还是有显著的区别.首先

oPepT1的等电点(6.57) 低于其他动物PepT1的等电点

(大鼠PepT1 PI 7.39; 兔子PepT1 PI 7.47; 人 PepT1

PI 8.58). 这可能是由于不同动物肠道的生理条件不同造

成的. 小肠和大肠的黏膜细胞 以及胰腺和胆囊分泌的

碳酸氢盐是一种基础的缓冲物质.胰腺和胆囊分泌的碳

酸氢盐中和胃酸并提供合适的pH值用于酶对饲料组分

的降解和营养物质的吸收.单胃动物小肠的pH值为5.5-

6.0 [63]. 而对于反刍动物 胰腺和胆囊分泌的碳酸氢盐

不足以中和从胃运送到小肠的酸性物质. 绵羊十二指肠

和空肠上段的pH值为2.5到 4.5 直到空肠下段pH才

接近6. 因此 反刍动物PepT1蛋白的等电点低于其他

动物的等电点是可以理解的. 第二 PepT1蛋白上潜在

的磷酸化位点也存在显著的区别. 兔子PepT1上仅有一

个PKC的磷酸化位点和一个PKA的磷酸化位点[7]. 人的

PepT1上有两个PKC的磷酸化位点 但没有PKA的磷

酸化位点[8]. 大鼠PepT1上有一个PKC的磷酸化位点和

一个PKA的磷酸化位点[12]. Brandsch et al [68]的研究结果

显示 在人的Caco-2细胞里表达的H+依赖型肽转运

系统可以被PKC调控. 因此 可以推测oPepT1可以被

蛋白激酶调控. 但是 不同动物潜在的磷酸化位点不同

与其生理作用有何关系目前还不清楚. 第三 电荷分配

分析表明 oPepT1蛋白的672到691氨基酸之间有一负

电荷团. 与其他动物的PepT1 相比 oPepT1 的负电荷

团里有更多带负电荷的氨基酸. PepT1和PepT2的化学

功能分析显示 大的胞外环和C末端对于转运系统的动

力学特征没有影响[65]. 因此 这个范围很可能对肽转运

蛋白运送到细胞或者调控转运功能有关 因为潜在的

PKC 位点位于C末端. C 末端的负电荷可能通过改变

oPepT1蛋白插入到血浆膜的速度影响oPepT1的转运活性.

3.2 羊和牛肽载体mRNA在组织上的分布  Northern Blot

分析表明 绵羊和泌乳奶牛的PepT1能够在小肠 瓣

胃和瘤胃中表达[64, 66]. poly(A)+RNA在这些组织中的表达

模式为 空肠和回肠的PepT1丰度最高 瓣胃和十二

指肠的较低 瘤胃中的丰度最低. 小肠是oPepT1 mRNA

表达的最主要位点. 这一模式与以前报道的反刍动物蛋
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白消化产物的主要吸收位点在小肠相一致. 在绵羊和奶

牛的真胃 肝脏 肾脏 盲肠和结肠中未检测到PepT1

的存在[64, 66]. 尽管有实验表明 奶牛和小鼠的乳腺细胞能

利用外源肽作为蛋白合成的前体[69-71] 但在Chen et al [66]

和Pan et al [64]的实验中未能检测到乳腺中有PepT1的存

在 其他研究者报道在兔子 大鼠和人的肝脏和肾脏能

检测到PepT1 mRNA[7, 8, 12] 说明反刍动物肽载体mRNA

的表达模式与其他动物有所不同.

3.3 绵羊肽转运载体的功能特点  Matthews et al [69]观察到

Met-Gly 和肌肽(-Ala-His)能够通过瘤胃和瓣胃上皮被

吸收. 底物浓度检测结果发现这种吸收基本上是非递质

(non-mediated)的 且瓣胃上皮比瘤胃上皮更有能力吸

收和转运这些肽.在其他研究中 oPepT1被提取出来并

注射进非洲爪蛙的卵母细胞中[64, 66, 67, 72]. 注射了oPepT1

的卵母细胞比注射水的卵母细胞能吸收更多的Gly-

Sar 说明 oPepT1能够在卵母细胞中表达. 这种被表达

的肽转运载体是依H+的 但与Na+ Cl- 或Ca2+无关.

且Gly-Sar 在注射了oPepT1的卵母细胞中的吸收是有

饱和性的 吸收1 mM的Gly-Sar能够被5 mM的β-Ala-
His Met-Gly和Gly-Leu所抑制 但不被5 mM Gly抑

制 说明这些二肽是通过相同的转运蛋白转运的 而

Gly不是. pH对带电荷肽的转运影响较大 中性和阴性

底物(Gly-Sar Gly-Sar 和Glu-Glu)通过 oPepT1转运的

最适pH 为 5.0 而阳性底物 Lys-Lys 最适 pH 为

7.0. 但在pH5.5时 Lys-Lys 也能内向流动 说明在肠

道的生理pH条件下(反刍动物的这一pH范围为4.5-5.0)

oPepT1能转运带各种电荷的肽底物 只是中性和阴性

肽可能比阳性肽转运的更快一些. 这与兔子和人的

PepT1在生理pH条件(5.5-6.0)下 优先转运中性和酸

性肽底物[29, 31]相一致.

         Pan et al [73]为了研究影响肽载体亲和力的肽的结构

特点 在pH 5.5 时用注射了绵羊poly (A)RNA的非洲

爪蛙的卵母细胞 研究了几种肽的转运情况. 研究显

示 注射了poly(A)RNA的卵母细胞能够转运二肽Gly-

Sar Gly-Leu Gly-Pro Phe-Leu  Leu-Leu; 三肽

Leu-Ser-Phe Leu-Gly-Phe Lys-Tyr-Lys Ala-Pro-

Gly Meu-Leu-Phe Leu-Leu-Tyr 和四肽Met-Gly-

Met-Met  Val-Gly-Asp-Glu  Ala-Gly-Ser-Glu  Val-

Gly-Ser-Glu 但不能转运Pro-Phe-Gly-Lye  Val-

Ala- Ala-Phe. 且不能转运实验中的五肽 六肽 七

肽和八肽. 在所采用的实验条件下 能被转运的肽的分

子量大小 疏水性 电荷的变化非常大.实验中二 三

四肽的转运能力与Mr的相关关系是 r =0.02 (P =0.94)

转运与疏水性的相关关系是 r =0.34 (P =0.21) 转运与

净电荷的相关关系是 r =0.1 (P =0.72).因此 转运载体

的转运能力似乎与被转运分子的Mr 疏水性或带电量

无关. 对哺乳动物质子与肽转运载体耦联的研究中也发

现 肽载体与肽底物的理化特点(即Mr 电荷)无关. 肽

载体对底物的特异性表明 许多(但并不是所有的)二

肽 三肽 四肽能被转运 但游离氨基酸不能被转

运.

Matthews et al [69]最初的研究表明 肽的吸收可能在很

大程度上不需要载体介导 但是在反刍动物的胃区确

实有肽转运载体的存在.从绵羊体内收集瓣胃上皮用于

测定在其他肽存在的情况下Gly-Sar的吸收情况[74, 75]. 结

果表明 Gly-Sar的吸收非但没有被抑制反而被促进了.

这与我们所想象的多底物在同一转运体系被转运时

相互竞争的结果将会使Gly-Sar的转运受抑制(即吸收量

减少)的结果相反.因此可以推测 通过消化道上皮的

肽的转运可能涉及多种机制 而不是仅依靠肽转运载

体转运.确认这些机制的存在并澄清这些机制的相互关

系有利于更好的理解肽吸收的重要意义.

       尽管许多动物的肽转运载体已被克隆和表达 其

分子结构也逐渐明晰 但对不同肽载体分子结构与功

能的关系却知之甚少. 现尚有许多问题亟待研究: (1)肽转

运载体表达上调和下调的细胞和分子机制; (2)肽载体结

构和功能的关系 即怎样改变肽载体的分子构型从而

获得最大的转运效果. 对这个问题的回答有助于解释为

什么PepT1是低亲和力/高容量的肽载体 而PepT2是

高亲和力 /低容量的肽载体[76]. (3)怎样调整类肽药物的

结构使其与肽载体更好的亲和; (4)基底膜肽载体的研究.
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摘要

活化肝星状细胞(HSC)数量的增加是肝纤维化形成的中心环

节 凋亡则导致其数量的减少. HSC是肝纤维化过程中产生

细胞外基质(ECM)的主要细胞 ECM过多产生是形成肝

纤维化 最终导致肝硬化 肝功能衰竭的主要原因. 因此

可从抑制HSC激活 促进HSC凋亡两方面进行抗肝纤维

化治疗. 加强HSC的激活和凋亡调控机制的研究 有助于

我们认识HSC激活和凋亡及肝纤维化发生的本质.
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0   引言

肝星状细胞(hepatic stellate cell HSC)是肝脏的一种非

实质细胞 位于Disse 隙内 围绕在肝窦周围. 研究表

明 肝纤维化的中心环节是HSC在组织炎症坏死区域

向肌成纤维细胞(myofibrpblasts MFB)转型的激活过

程. 激活的结果导致MFB膨胀池的产生 即由于MFB

生成与清除速度的不平衡 造成MFB数量的增加 产

生大量的细胞外基质(extracellular matrix ECM) 促

进肝纤维化的形成[1-4]. 肝纤维化恢复期 激活状态的

HSC 减少主要通过凋亡机制 而不是表型的转化.

1   HSC表型的激活

激活过程可分为两个阶段: 启动阶段和持续阶段 启动

阶段是指基因表达及表型的早期变化使其具有对细胞

因子和刺激的反应性; 持续阶段指由于这些刺激的作用

而维持星状细胞的激活状态并有纤维形成[5].

1. 1 HSCs激活后呈现的生物学特点  正常肝脏中 HSC

处于静息状态 增生活性很低 具有以下几方面的功

能[6] : 合成细胞外基质(ECM) 调节肝窦血流[7] 摄取

并储存维生素A和调节肝细胞再生. 在肝损伤及各种慢

性肝病时HSC被激活 其表型由静息型转变为激活型.

目前认为 HSC表型激活是肝纤维化形成过程中的一

个关键病理过程. 激活的HSC具有以下几方面的特点:

(1)增生活性明显增强[8]; (2)胞质中脂滴减少或消失; (3)

HSC转变为MFB 表达平滑肌 -肌动蛋白( -SMA);

(4) Na+/H+交换增加 大量的细胞外Na+进入HSC内

促进HSC 增生及胶原合成[9-12] 包括各种基质蛋白

蛋白多糖及糖胺多糖等[13]. 此外尚可表达一种VI型中间

丝蛋白[14]; (5)电压门控Ca2+通道开放 胞质Ca2+增加

MFB因此具有收缩能力 对内皮素-1 (endothelin-1

ET-1) 血管加压素及angiotensin 产生收缩性应答[15];

(6)表达并分泌各种具有促炎性及致纤维化作用的细胞

因子及黏附分子等; MFB表达NF-κB 诱导 ICAM-1
及 IL-6表达 从而引起白细胞与窦内皮细胞黏附和向

病变部位迁移[16, 17]. MFB还表达单核细胞趋化蛋白-1

(monocyte chemotactic protein-1 MCP-1) 并与MCP-1

受体结合 引起胞质Ca2+增加 促使MFB向病变处移

动[18, 19]. (7)基质金属蛋白酶抑制剂(TIMP)的合成及分泌

增加 使肝纤维化时一些ECM成分的降解减少. HSC激

活后出现多种基因的表达 到目前为止 尚未找到一种

只在激活的HSC中特异性表达的基因[20-23].

1.2 HSC激活的调控  最早对HSC产生作用的因素大多

是旁分泌性的 肝纤维化能否呈进行性发展 除与各

种致肝损伤因素是否持续存在有关外 更重要的是与

肝损伤病变是否继续活动有关 炎症反应与HSC的活

化关系密切 如在慢性丙型肝炎肝纤维化形成过程中

观察到: 活化的HSC的出现无论在时间还是位置上都与

Th1样反应 有关而与丙肝病毒是否存在无关[24]. NF-κB
的上调可导致靶基因大量激活 包括细胞因子 趋化

因子 NF-κB通过调控他们的转录参与星状细胞的激
活[25, 26]. 但也有不同的报道 Lang et al [27]表明NF-κB
在HSC的早期激活过程中是非必需的. 在静止的HSC中

zf-9不表达或仅有微量表达 HSC激活后其表达大大

增加 从而增加胶原的合成[28]. Potter et al [29]发现 c-myc

在肝星状细胞发生表型改变之前表达提高 c-myc的一

过性表达提高可能了参与了肝星状细胞的早期激活过程.

4- 羟基壬葵(HNE)也可引起AP-1的转录活性上调[30]

AP-1的靶基因 1(I)胶原及TGF β1的转录增强. Ets-1
蛋白的DNA结合能力在HSC激活过程中下调及已知的

Ets-1 在细胞分化和组织修复中的作用 表明转录因

子Ets-1可能在HSC激活和肝组织修复中有特殊的重要

意义[31]. 近年来的研究还发现 朊病毒相关蛋白(PrP)

Rho蛋白 钠 /钙离子体交换蛋白及氢/钠离子体交换

蛋白 过氧化酶体增生激活受体等也是参与HSC早期

激活过程的重要信号转导物质 对他们的研究也在不

断深入[32 33]. 一旦HSC的激活被启动 多种因素协同
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作用 在维持HSC 激活状态的同时 促进肝纤维化

等病理改变. HSC的活化是肝纤维化发生的核心环节

许多因素参与了该过程的调节 其中转化生长因子

(TGF) 血小板衍生生长因子(PDGF) 血管内皮生长

因子(VEGF)等细胞因子起主要作用[34-39]. TGF- 可诱导

HSC表达血小板衍生生长因子(PDGF)受体而促进增生.

TNF- 可促进HSC表达MMP和TIMP TGF β1抑制
MMP的合成 促进TIMP的合成 其最终结果是MMP

表达减少 TIMP 表达增加 ECM 降解减少 TIMP

表达增加 ECM 降解减少 在肝内沉积增加[40].  此

外 氧自由基(ROS)也可诱导HSC活化增生和胶原基因

表达[41]. 金属蛋白酶组织阻止剂-1(TIMP-1)通过对HSC

基质金属蛋白酶(MMP)分泌的抑制 促进HSC增生; 但

在TMP-1转基因小鼠中 TIMP-1的大量表达并不能

直接引起HSC的活化[42]. 有人提出了HSC激活的级联模

式 即被损伤的肝细胞释放的TGF 胰岛素样生长因

子-1 (insulin-like growth factor-1 IGF-1) ET-1等

细胞因子所促进的炎症前期; 被激活的kupffer细胞分泌

的因子如TGF-β TNF TGF- 介导的炎症期; HSC
转化为MFB 通过TGF-β ET-1 PDGF IL-6 的
自分泌刺激的炎症后期. 激活的HSC 增加表达TIMP

促使某些ECM成分(如 I 型胶原)异常集聚 也扰乱了

正常的ECM环境 这种异常的ECM环境在维持HSCs

的激活状态促进肝纤维化中也起着重要作用[43].

2   HSCs的凋亡及其调控机制

2.1 HSC 凋亡  在实验性肝损伤模型中 HSC 增生

当去除损伤因素后 肝脏恢复其正常组织结构 HSC的

数量也恢复正常. 目前认为肝细胞损伤修复中激活的

HSC数量降低主要是通过HSC凋亡将激活的HSC清除.

体外培养试验表明 静止的HSC 不发生凋亡 HSC

在活化的同时出现自发性凋亡. 凋亡调节蛋白Bcl-2

p53 在静止HSC 中不表达 而后逐渐增加. 在转化为

MFB的过程中HSC 对 FasL 诱导的凋亡变得敏感 而

未被刺激的HSC 则表现出抵抗 如果RNA 或蛋白质

合成被阻断 MFB则对FasL 介导的凋亡变得高度敏

感 这表明在肝中MFB是FasL介导凋亡的靶细胞[44, 45].

体内肝脏急性损伤时 HSC 活化 增生而无凋亡; 恢

复阶段 HSC总数减少 凋亡增加 分泌新纤维间质

和TIMP的活化的HSC数量减少[46]. 因此 活化HSC的

凋亡可能与肝纤维的自发性降解有关. 四氯化碳引起的

大鼠急性肝损伤时 HSC的数量随着肝组织坏死和炎

症细胞浸润的出现而显著增多 随着肝组织的恢复而

迅速下降 此过程中凋亡HSC数量与活化HSC总数平

行; 慢性损伤肝纤维化恢复期时 MFB在降至一较低

水平之前 凋亡的MFB大量增加. Gong et al [45]将与放

线菌酮结合的可溶性FasL 加入原代培养不同时间的

HSC中 发现原代培养后期(7 d)或继代培养4 d后的

HSC中凋亡反应与可溶液性FasL呈剂量依赖关系 说

明Fas受体途径是HSC凋亡的重要途径. HSC在向MFB

转型过程中对可溶性FasL敏感性的逐渐增强与bcl-2

bcl-XL和 bax的表达有关.

2.2 HSC凋亡的调控机制  HSC的凋亡与其激活过程是

平行的 静止的HSC无凋亡发生 HSC凋亡的前提是

其表型由静止向激活转化. 培养的HSC随表型向激活状

态的转化 也可发生自发性凋亡 是通过激活而诱导的

Fas/FasL表达增加引起的. TNF- 对激活的HSC可产

生凋亡诱导作用 此作用可被NF-κB所阻断. NF-κB
对肝脏再生及炎症反应均有调节作用 抑制NF-κB可
以影响HSC的激活过程. NF-κB可被TNF- 激活 其
对TNF- 信号转导诱发的凋亡是一种负反馈调节机

制.  他通过其产生的一组基因产物的协同作用抑制

TNF- 诱发的caspase-8的激活从而阻止凋亡[47]. Lang

et al [27]研究发现NF-kB 对于HSC活化增生不具备影

响 但可作为TNF 诱导HSC凋亡的拮抗因子. NF-κB
可通过刺激活化HSC表达基因拮抗小鼠HSC的凋亡[48].

TGF 过量表达是凋亡发生的主要因素之一[49]. 人们对

于TNF TGF β诱导HSC凋亡作用尚有不一致看法
Saile et al [50]观察到在CCL4致肝纤维化大鼠模型中

TNF 及TGF β可阻止MFB表达凋亡标志物FasL 阻
止MFB发生凋亡. 一些细胞因子和生长因子如内皮素

血小板衍生生长因子 胰岛素样生长因子结合蛋白-3

神经生长因子 IL-6 IL-15 等也可能对HSC的凋亡

有调节作用. Trim et al [51]发现 神经生长因子(NGF)也

具有诱导HSC凋亡的作用. 将 100 ng/mL NGF与表达其

配体p75(TNF表达受体家族成员)的HSC共同培养24 h

后 HSC 凋亡细胞数量明显增加 而对HSC 的增生

不产生影响.

3   针对HSC的抗纤维化治疗

活化HSC数量的增加是肝纤维化形成的中心环节 凋

亡则导致其数量的减少. HSC是肝纤维化过程中产生细

胞外基质(ECM)的主要细胞 ECM过多产生是形成肝

纤维化 最终导致肝硬化 肝功能衰竭的主要原因.

因此 可从抑制HSC 激活 促进HSC 凋亡两方面进

行抗肝纤维化治疗. 由于激活的HSC 是肝纤维化时

ECM的主要来源细胞 因此 可以设想通过抑制HSC

达到抗肝纤维化的作用 -干扰素在改善慢性病毒

性肝炎患者肝组织病变的同时 明显减少 -SMA(+)

HSC数量. -干扰素减少实验性肝纤维化大鼠肝内I

III型前胶原mRNA表达 减少HSC的数量及抑制HSC

的激活[52]. 近年来 中医中药治疗肝纤维化显示出特有

的优越性[53-65]. 小柴胡汤可通过抑制HSC的增生与激

活 抑制胶原的合成[66]. 已酮可可碱通过抑制PDGF介

导的HSC激活 而具有抗肝纤维化的作用. 脯氨酸4-

羟化酶抑制剂HOE077也可通过抑制HSC的激活而抗

肝纤维化. 视黄酸可阻止PDGF引起的HSC 增生 还

通过增加胞质素含量促进MMP活化而促进ECM的降
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解. 视黄醇可抑制HSC的增生及胶原合成. 多烯磷脂酰

胆碱可阻断PDGF激活通路中MARK/P44活化及AP-1

结合 抑制PDGF的增生效应. 丹参酸乙可抑制体外培

养HSC的增生 这种抑制作用与丹参酸乙的抗氧化作

用有一定的关系[67]. 目前纤维化的可逆转性及HSC在肝

纤维化逆过程中的重要作用已受到广泛重视 如HSC

活化后其表型难以逆转 通过凋亡使HSC减少为较为

合理的逆转肝纤维化思路. HSC凋亡的激活可能是自然

的调节过程 对其机制的研究可能指导未来抗肝纤维

化的治疗策略. 抑制NK-κB不仅可抑制HSC介导的肝
内炎症反应 还可促进激活的HSC的凋亡 抑制肝纤

维化的发展. 在纤维化肝脏中激活的HSC发生凋亡不仅

使其数量明显减少 ECM 的合成数量下降 减少了

ECM在肝脏中的继续堆积 而且使其合成的TIMP-1

TIMP-2快速下降 MMPs的表达仍维持在肝纤维化时

的水平 但TIMPs减少解除了其对MMPs活性的抑制

进一步降解已形成的纤维化性胶原 从两方面造成了

肝纤维化的逆转. 尤红et al [68]也从体外培养和慢性乙型

肝炎的治疗两方面探讨了HSC凋亡的现象和意义 提

示活化的HSC存在凋亡 促进其凋亡在肝纤维化治疗

中有重要作用. 将HSC作为抗肝纤维化治疗的靶细胞

尚须注意下列情况: (1)目前尚未在HSC上找到任何完全

特异的基因或受体分子等 任何对HSC某项功能的干

预都须考虑对肝内或肝外其他细胞的副作用. (2)目前对

HSC 的生物学研究绝大多数是在大鼠HSC上进行的

虽然人与大鼠HSC的生物学特点有许多相似之处 但

从大鼠HSC 所获得的研究结果并不能完全应用到人

HSC上 因此有必要对人与大鼠HSC进行较系统的比

较研究或直接对人HSC进行研究. 加强HSC的激活和凋

亡调控机制的研究 有助于我们认识HSC激活和凋亡

及肝纤维化发生的本质. 从长远来看 干预HSC活化

和促进HSC 凋亡是抗肝纤维化治疗的一个重要靶向

这一方面的研究亟待深入.
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摘要

环氧化酶-2(COX-2)的过度表达与结直肠癌(CRC)的发生

发展关系密切. COX-2可能通过促进肿瘤血管生成 抑制

肿瘤细胞凋亡 参与氧化诱癌途径 影响细胞周期变化以

及导致细胞增生信号传导异常等机制参与结直肠癌的发生.

选择性COX-2抑制剂的深入研究及临床应用有望在CRC

复发转移的防治及其早期病变的化学预防领域取得突破性

进展.

姚红兵, 吴爱国, 朱卉娟. 环氧化酶-2与结直肠癌. 世界华人消化杂志  2003;

11(9):1447-1450
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0   引言

环氧化酶-2(COX-2)是前列腺素(PG)合成过程中一种重

要的诱导酶 人体内PG的产生主要由他催化合成. 但

近年来 国外诸多研究表明 COX-2 参与了多种肿

瘤的发生及发展 尤其与结直肠癌(CRC)关系密切 其

将成为CRC防治研究的一个新靶点. 所以研究COX-2与

CRC的关系具有重要意义. 本文就COX-2在CRC中的

表达 在CRC发生发展及转移过程中所起作用的研究

现状以及COX-2选择性抑制剂在CRC防治中应用前景

作一综述.

1   环氧化酶-2在CRC中的表达

1.1 环氧化酶特征  环氧化酶(COX)是前列腺素合成过程

中的重要限速酶 他有两种同工酶: COX-1和COX-2.

在人二者有 60 % 同源 核心序列有 75 % 同源 尤

其有催化活性的氨基酸位点在COX-1和COX-2高度保

守. 但是 他们在表达调控及定位分布方面有着明显的

不同: COX-1被认为是 看家基因 在大多数正常细胞

中都呈稳定的表达; 而 COX-2被认为是 快速反应基

因 仅在细胞受到刺激时迅速从头合成 静息时并不

表达. 他们都是完整的膜结合蛋白 但在细胞内的定位

有所不同: COX-1表达定位于内质网 而COX-2则定

位于核膜和内质网 且在核膜的表达较内质网为强 还

可见于核内. COX-1和COX-2这些在表达调控及亚细

胞定位等方面的不同与他们各自的功能和意义是一致

的. COX-1是结构型表达蛋白 参与看家活动 维持

正常的生理功能 如保护胃黏膜 维持肾脏血流等;

COX-2则被广泛的血管内外刺激因素包括细胞因子

生长因子 肿瘤刺激物等诱导产生 参与多种病理生

理过程 在组织损伤 炎症 细胞恶性转化时表达

增加.

1.2 环氧化酶-2 在CRC中表达调控  近年来流行病

学 动物学实验以及细胞学实验等多方面的研究表明

COX-2在多种肿瘤中有较高的表达 并被认为参与了

肿瘤新生血管的生成. 诱导COX-2表达的刺激因子很

多 包括细胞因子 生长因子 癌基因(如ras) 促癌剂

一氧化氮 胆汁酸 胃泌素等. 研究表明COX-2的过度

表达与肿瘤的发生 发展密切相关. 许多实验证实

COX-2在CRC组织中的高表达 主要反映在COX-2的

蛋白水平及mRNA上[1-3] . Tjandrawinata et al [4]认为COX-2

被激活后导致PGE2合成增加 有利于CRC细胞的持

续生长. Maekawa et al [5]检测人CRC 腺瘤性息肉和正

常黏膜中COX-2 mRNA后发现 92 % (46/50)CRC组织

中COX-2 mRNA含量明显增高 而腺瘤性息肉与正常

黏膜中COX-2mRNA表达无明显差异 也认为COX-2含

量增加可能是CRC发生的早期事件. Hao et al [6, 7]研究

认为结直肠息肉和腺瘤中COX-2 mRNA和蛋白水平明

显高于正常组织 但二者之间无显著性差异 也提示

COX-2是肿瘤发生的早期事件. Sheehan et al [8]研究了

COX-2与Ducks的肿瘤分级的关系后认为Ducks程度越

差 肿瘤越大 有淋巴转移的病例其COX-2 表达越

强. 实验研究中Oshima发现敲除COX-2基因的小鼠FAP

模型其肠腺瘤形成受阻 用COX-2抑制剂也能减少腺

瘤形成[9]. 从而在遗传学上直接证明了COX-2是CRC发

生的关键因素之一. 新近研究[10-14]也发现在大肠的正常黏

膜 原发癌组织及转移癌组织中COX-2的表达依次增

高 且高表达的COX-2 与 CRC 的进展分期相关 进

一步证明了COX-2可能参与了CRC的肿瘤发生及发展.

2   环氧化酶-2在CRC发生 发展中可能的作用机制

2.1 促进肿瘤血管形成及侵袭转移  研究显示 COX-2

主要表达在新生的血管内皮细胞及与血管生成有关的

细胞 周边已存在的血管则表达COX-1而无COX-2

的表达[15]. COX-2促血管生成也是CRC侵袭转移的因素

之一. 有研究发现COX-2和VEGF表达基本一致 且
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其增高幅度与恶性程度相关[16]. 表明COX-2通过影响

VEGF参与了肿瘤新生血管的生成. COX-2在肿瘤中的

定位研究进一步验证COX-2可能与肿瘤新生血管生成

有关. 对结肠癌等鳞癌的研究表明 除了肿瘤细胞表达

COX-2外 肿瘤及其邻近的新生血管均有COX-2的表

达[17]. 可见 COX-2除在癌细胞表达外 更主要表达

于肿瘤的新生血管. 有资料证实 COX-2的确可使肿瘤

中VEGF表达上调 抑制COX-2则可抑制VEGF的表

达[18, 19]. 与不表达COX-2的CRC细胞系CaCo-2比较

Tsujii et al [20] 发现表达COX-2的CaCo-2存在金属蛋白

酶-2 (MMP-2)的激活和膜金属蛋白酶的mRNA水平增

加 侵袭性增加 结果认为COX-2激活增加了癌细胞

侵袭能力. Masunaga et al [21]研究发现COX-2还可上调基

质金属蛋白酶的表达 降解细胞外基质 并上调肿瘤相

关血管因子的表达 促进肿瘤血管形成而增加其侵袭

及转移活性 不利于预后. Chen et al [22]用免疫组化检测

的17例有肝转移的结肠癌中 14例在原发灶有比正常

肠黏膜明显增高的COX-2 表达 且他们的肝转移灶

COX-2的表达则几乎都较原发灶更高 提示COX-2参

与了肿瘤的侵袭 转移. Cianchi et al [23]应用免疫组化方

法发现COX-2与VEGF明显相关 且二者在CRC组织

中表达较正常黏膜增高 提示COX-2在CRC中与肿瘤

的血管生成相关 VEGF可能是COX-2促进肿瘤血管

生成通路的重要中介之一. 上述研究资料表明COX-2通

过促进肿瘤新生血管生成而参与CRC 的发生 提示

COX-2高表达的CRC癌细胞可能更具侵袭性 COX-2

有促进肿瘤侵袭和转移的潜能.  但也有研究者采用

COX-2/COX-1值作为COX-2指数来描述COX-2表达

水平 发现COX-2在直径较大或侵袭较深的癌中值较

高 但与是否有转移无明显相关[24].

2.2 抑制肿瘤细胞凋亡  Sheng et al [25]在对表达COX-2

的CRC细胞株HCA-7研究发现 COX-2的诱导产物

PGE2抑制SC-58125所致的程序性细胞死亡(PCD) 诱

导Bcl-2表达 说明COX-2可通过Bcl-2抑制细胞凋

亡. Orlov et al [26]也认为COX-2产物PGE2和其他PG类

物质可使细胞间cAMP浓度增加 抑制细胞凋亡. 并且

实验中已证实COX-2抑制剂可以降低细胞分裂 增加

细胞的凋亡[27].

2.3 参与氧化诱癌途径  Levy [28]认为COX过氧化酶活性

是非特异的 除了产生PGE外 还可产生其他作为供

电子基团的过氧化物. 许多致癌物如多环芳烃类 黄曲

霉素 氯化杀虫剂 芳香胺和酚类物质都能被COX激

活成为携带电子的活化物 通过电子与DNA结合成为

DNA-致癌物结合物. COX 的另一条致癌途径是产生

malondialdehyde (MDA) 这是一种在细菌和哺乳动物鼠

的实验模型中能形成多种脱氧核苷酸结合物的致癌物.

MDA来源于COX的非酶和酶的降解产物. MDA还能在

脂质过氧化反应中形成. Watson et al [29]研究也认为结肠

上皮持续表达COX能催化产生MDA. COX的第三条致

癌途径是形成过氧化自由基作为中间激活物 干扰脂

质过氧化反应或金属脂蛋白参与的不饱和脂肪酸的过

氧化反应 环化前致癌物中的双链 从而形成致癌物.

2.4 影响细胞周期的变化  DuBois et al [30]研究中结肠上

皮细胞持续表达COX时存在明显的G1期延迟 而且

CyelinD1 蛋白激酶 Rb1 激酶和细胞周期依赖激酶

(CDK4)活性明显下降 这样通过减慢细胞周期 阻止凋

亡 有利于延长细胞生存期 增强对胞外基质的黏附.

而异常延长的生存期则利于向肿瘤方向发展 促进一

系列基因突变 促使肿瘤生成.

2.5 导致细胞增生信号传导异常  Sano et al [31]用Northern

杂交分析发现TGF-β的mRNA水平增加 并且与COX-2
增加相关. 慢性TGF-β刺激也能使鼠结肠上皮细胞系
RIE-1表达COX-2 提示TGF-β能调控COX-2的表
达. Vadlamudi et al [32]研究认为CRC细胞表达高水平的

HER2和HER3受体 神经分化因子(NDF)通过增加酪氨

酸磷酸化和促HER2与HER3异二聚体的形成 激活

COX-2 mRNA和COX-2蛋白 促进PGE生成. NDF促

CRC细胞在缺乏细胞基质的milien存活并具有侵袭性.

Ramsay et al [33]的研究中 转录因子C-myb 能激活

COX-2转录. Kojima et al [34]发现黏多糖(LPS)可通过核转

录因子NK-κB的激活 促进CRC中COX-2 mRNA的
表达 PGE2产生增加.

3   COX-2选择性抑制剂在CRC防治研究中的应用

诸多的研究都为COX-2在CRC的发生 发展中的重

要作用提供了有力的证据 COX-2 将成为CRC 防治

研究的一个新靶点. 目前复发转移仍是影响CRC患者生

存率的主要原因 也是CRC 研究中亟待解决的难题.

Tomozawa et al [35]研究了进展期CRC患者的COX-2表达

及其与患者临床病理转归的关系 发现高表达COX-2

与 CRC 复发明显相关 尤其易发生血行转移 并可

被COX-2特异性抑制剂所抑制[35-38]. Hao et al [6, 39, 40]研究

也发现选择性COX-2抑制剂可抑制结肠腺瘤和腺癌的

产生和转移. Oshima[9]的实验证明在结肠息肉和CRC的

治疗预防中 COX-2选择性抑制剂能成为侯选药物之

一. 实验中已证实COX-2抑制剂可以降低细胞分裂 增

加细胞的凋亡[41-43] 并有抗血管增生作用[15, 44]. 新近的

一些研究资料为今后临床开发应用选择性COX-2抑制剂

早期防治结直肠癌及其复发转移提供了科学的依据[45, 46].

也提示选择性COX-2抑制剂不仅有望成为有效的CRC

及其癌前病变二级预防药物之一 更重要的意义在于

其可能对CRC的复发转移具有重要的临床治疗价值. 因

此 选择性COX-2抑制剂的深入研究及临床应用有望

在CRC复发转移的防治及其早期病变的化学预防领域

取得突破性进展 这也必将为CRC复发转移的临床治

疗开创新的思路和途径.
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WJG搭建我国消化学基础和临床研究惟一国际交流的平台

World Journal of Gastroenterology (ISSN 1007-9327 CN 14-1219/R) 2003年由双月刊改为月刊 加快刊出周期 展示我国在国际上
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摘要

幽门螺杆菌是人类最常见的致病菌 也是人类第一类致癌

原 他的感染不但与胃肠道疾病有直接关系 而且与肠外

疾病的发生也有重要的关系. Hp感染是一种慢性 持续性

感染 通过慢性炎症免疫反应 毒素的释放 炎症递质

的增多以及自由基的生成 引起感染局部和远处损害 从

而导致或加重了胃肠疾病以及肠道外其他系统的疾病. 近年

来 随着对Hp致病机制进一步认识 根除Hp与胃肠疾

病以及胃肠外疾病治疗的关系达成了广泛的共识. 目前根除

Hp感染虽然有多种有效的药物联合治疗 但同时都存在

不同程度的副作用: 疗效不稳定 耐药菌株的产生以及难

以解决的Hp复发等问题 成为了临床上治疗Hp相关性

疾病的几大障碍. 随着分子生物学技术的发展 Hp致病机

制研究的进一步深入 通过对有效抗原的筛选 抗原释放

系统的最佳选择以及基因工程菌株构建的运用 从而为Hp

疫苗的研究与开发奠定了基础 同时为预防和根除Hp的

感染逐步变成了现实. 实验证明 Hp尿素酶 热休克蛋

白以及粒细胞激活蛋白等都是有效的抗原成分 配以有效

的释放载体 使得实验的动物不同程度地获得了预防和/或

根除Hp的感染的能力. 现综述近年来Hp疫苗研究报道

为Hp疫苗的开发和研究进一步提供理论依据.

姜政, 黄爱龙, 陶小红, 王丕龙.  幽门螺杆菌疫苗的研究进展. 世界华人消化

杂志  2003;11(8):1451-1456

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1451.asp

0   引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori Hp)是上消化道疾病

的主要致病菌 他的感染不但与B型胃炎 消化性溃

疡 MALT 淋巴瘤和胃癌的发生有密切关系[1-19] 而

且与肠道外疾病的发生也有重要关系[20-36] 已被世界

卫生组织列为胃癌等恶性肿瘤发生的相关致病菌[37,38].

Hp在我国普通人群的感染率较高达到50-80 % 并仍

以每年1-2 %的速度增加[39] 每年新增感染病例超过

1 200万人. 根除Hp的感染虽然有多种有效的药物联合

治疗 目前采取的方式也很多: 比如药物的二联 三

联以及四联疗法 既可以达到治疗消化道疾病的目

的 同时也不同程度的根除 Hp感染. 但近年来 由

于抗生素广泛的 大剂量的应用以及滥用 导致耐药菌

株的产生; 同时出现了一些药物副作用; 患者耐受性

依从性以及承受力都受到了挑战. 鉴于此 欲求降低

Hp感染率及其相关疾病的发生率 不少研究工作者

正致力于开发新的 Hp治疗以及预防方案: Hp疫苗开

发 现将Hp疫苗研究进展作一综述.

1   Hp侯选疫苗抗原的选择

侯选疫苗的制备必需有效的抗原免疫机体 才能刺激

机体产生系统的免疫应答 而后预防机体的感染. 随着

Hp致病机制研究的深入以及分子生物学技术的发展-

基因工程菌株的构建和运用 为有效抗原的筛选提供

了有利条件 同时为预防和根除 Hp感染迈出了关键

的一步.

1.1 尿素酶  尿素酶基因是所有Hp菌株共同拥有的 编

码的蛋白具有很强的尿素酶活性 尿素酶占 Hp总蛋

白量的6 % 他是含有镍离子的金属酶 能够分解尿

素为NH3和CO2 使 Hp周围pH 值增高 有利于 Hp

在低的pH值环境下生存. 目前发现尿素酶基因大小约

为 7.5 kb 共有 9 个读码框(ORF) 分别为UreA

UreB UreC UreD UreE UreF UreG UreH

和UreI. 其中UreA UreB 为尿素酶的两个结构亚单

位 具有高度的保守性 是PCR检测Hp感染常选择的

目的基因以及基因疫苗的侯选基因. 实验证明 剔除

尿素酶基因表达的Hp 在无菌乳猪感染模型中 Hp

感染后不能定植于胃内 这充分证明尿素酶的致病作

用; 而且能激活单核吞噬细胞和刺激炎性细胞因子的产

生 介导胃黏膜上皮炎症反应和空泡形成[40] 也导致

胃黏膜上皮的增生与凋亡失衡 增生指数(LI)/ 凋亡指

数(AI)明显增高 导致癌前病变的发生 同时在体外

仍然对胃上皮细胞有毒力作用.另外铵离子会干扰胃黏

膜的正常H+反渗 导致组织损伤 细菌过度的生长

硝酸盐降解为亚硝酸盐及亚硝胺而致癌. 因此 尿素酶

既是定植因子 又是毒力因子[41]. 虽然尿素酶对Hp的

定植和致病起着重要的作用 但由于其主要活性部分

位于菌体表面 含量丰富 广泛表达 高度保守 其大

分子量和颗粒状结构有利于黏膜免疫接种 因此 尿素

酶分子是作为疫苗抗原的合理选择[42,43]. 同时在体内

Hp表面具有黏附胞质蛋白的特性 能够将自溶释放

的尿素酶黏附到活菌表面 这给 Hp疫苗的研究又提

供了一重要的理论依据.
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       大量的文献报道 用重组的尿素酶亚单位B(rUreB)

口服免疫预先感染了Hf小鼠 结果发现免疫的小鼠不

仅彻底清除了Hf 感染 而且能够预防小鼠再次感染;

Kleanthous et al [44]用重组的尿素酶亚单位B(rUreB)加上

大肠杆菌热不稳定毒素(LT)作为黏膜佐剂免疫小鼠

与对照组相比 结果发现: 免疫组胃内Ure活性显著降

低 且胃黏膜组织Hp定量培养显示 Hp减少97 %以

上; Michetti et al [45]对口服不同剂量(180 mg 60 mg

20 mg 4次 /d)的尿素酶与LT(5 µg)安全性和免疫原性
进行了研究 结果发现: 所有的志愿者都能够耐受 且

能够减少胃内 Hp 的定植 从而减轻了胃炎的程度;

Saldinger et al [46] 采用 rUreB结合霍乱毒素(CT)免疫感染

了Hf BALB/c小鼠 结果发现免疫BALB/c小鼠全部清

除了Hf 进一步研究表明 脾脏 CD4 +T 细胞增生

血清中 lgG1增加 同时伴随 IL-4 的增高 - 干扰

素的减少 从而推测rUreB可能诱导了Th-2 CD4+T细

胞增生 有助于Hp的根除. 有学者对Hp感染志愿者

进行了 - 期临床实验 用Ure结合LT免疫后 同

样发现Hp感染的密度显著减少; Lee et al [47]对非人灵长

类进行的类似研究也表明 通过减少胃内Hp的密度

有助于减轻胃炎的程度. 然而 Solnick et al [48]报道 用

尿素酶口服和肌肉注射免疫类人猿 而后进行Hp攻

击 结果发现: 虽然能够诱导体液免疫 但是所有给

与Hp攻击的类人猿都感染了Hp 而且细菌密度在实

验组和对照组中没有统计学差异.上述结果显示 Hp

疫苗有待于进一步研究. 为了获得较好的免疫效果 因

而建议多种抗原成分联合起来制作疫苗.

1.2 空泡毒素  由 VacA基因所表达 VacA基因存在于

所有Hp菌株的基因组中 目前发现VacA至少存在4

个不同信号区(sla slb slc s2)和 3 个不同的中间

区(ml m2a m2b). VacA由一个信号区及一个中间区

组成 因此VacA有多种不同的组合体. 不同的组合体

其空泡毒性有极大的差异 因此 导致胃 十二指肠疾

病的关系也存在极大的差异. 所表达的活性毒素可在

loop区降解而产生两个分子量分别为37 kD 58 kD的

亚单位 一般认为 37 kD亚单位为VacA AB型结构毒

素的A亚单位 是毒素亚单位; 而 58 kD亚单位则为B

亚单位 主要是与靶细胞结合的亚单位.在体外 只

有50-60 % Hp产生具有活性的VacA. 研究认为 VacA

毒素能黏附靶细胞 并被靶细胞内化 在细胞内表达

而产生空泡作用; 也有研究认为 VacA可能是通过作

用于细胞膜上的Na+-K+-ATP 酶 影响离子间转运而

引起细胞的空泡样变性; 有文献报道 VacA毒素能够

抑制表皮生长因子(EGF)与其受体的结合 从而引起

酪氨酸磷酸化 扰乱了上皮细胞的信号传导 使上皮损

害[49]; 研究还表明 去毒的空泡毒素(VacA)免疫小鼠

能够使小鼠免受产VacA毒素的Hp感染. Ghiara et al [50]

应用rVacA和CagA作为抗原与LTK63黏膜佐剂免疫小

鼠 结果该疫苗成功地根除了小鼠Hp的感染 从而

认为以VacA和CagA为基础的抗原疫苗对小鼠慢性Hp

感染具有确切的治疗和预防作用 这为该疫苗应用于

人类的临床研究奠定了基础.

1.3 CagA 蛋白  CagA 基因也称为细胞毒素相关基因

其表达产物为CagA蛋白.后者为120-128 kD高分子的

蛋白 是Hp产生的另一重要毒力因子. 具有CagA 基

因的Hp几乎都表达CagA蛋白并产生可测的抗体反应. 据

文献报道 CagA阳性菌株能够直接或间接(通过NF-κB)
诱导胃上皮细胞 IL-8 的分泌 而 IL-8在中性粒细胞

趋化和激活过程中起重要作用 导致胃黏膜的损伤. 动

物实验发现 CagA基因和CagA蛋白与胃炎 消化性

溃疡 尤其胃癌的发生有良好的相关性[51]. 在 CagA阳

性的Hp菌株中还发现某些Hp染色体上存在特定的DNA

区域 与致病相关 具有致病岛特征 称之为Cag致病

岛(pathogenecity island PAI). Cag PAI 约4万bp的DNA

片段 含有30 多个基因 依次命名为CagA CagB

CagC CagT等. Cag PAI部分基因序列与一些已知致病

毒力基因序列有高度同源性 所以提示Cag PAI是Hp

主要毒力因子.关于Cag PAI多态性 致病性与其疫苗

正在探讨中.

1.4 中性白细胞激活蛋白(NAP)  NAP是一种铁蛋白 编

码他的NAPn基因几乎在所有Hp中检测到 但是在体

外表达的 NAP 其活性存在很大差异.他能够通过

CD11a/CD18和CD11b/CD18与 ICAM-1相互作用而使

白细胞黏附内皮细胞; 选择性地与中性白细胞的酸性糖

鞘脂相结合而调节白细胞的功能; 与粘蛋白相结合 为

Hp定植于胃黏膜上皮细胞埋下了伏笔 因此 NAP

在其黏附和致病过程中起重要作用[52]. 进一步研究发

现 NAP也是一种Hp疫苗的侯选抗原 rNAP免疫小

鼠能够使小鼠获得免疫力. Satin et al [53]采用Hp NAP接

种小鼠 能够诱导体液免疫 使小鼠对Hp具有免疫力

但同时发现Hp NAP对淋巴细胞等具有化学趋化作用

导致炎症细胞在Hp感染部位聚集 同时激活NADPH

氧化酶 产生一些氧自由基 导致机体的损害.

1.5 热休克蛋白60(HSP60)  热休克蛋白家族有HspA

B Hsp60 Hsp70等 研究发现 这些蛋白质中Hsp60

和HopZ(Hp outer membrane protein Z)与Hp的黏附有

关 Hp热休克蛋白HspA HspB 分别同源于大肠杆

菌的GroEs 和GroEI.体外实验表明 热休克蛋白可增

强尿素酶的活性作用 同时与自身免疫性反应相关 这

样就有可能产生有害的自身反应性抗体 动物实验还

证明 以热休克蛋白喂养小鼠可引起冠状动脉粥样硬

化[54] 但用其免疫动物能够使动物获得对 Hp的免疫

力. Todoroki et al [55]制备了编码热休克蛋白A B的DNA

(pcDNA3.1-hspA 和 pcDNA3.1-hspB)疫苗 对C57BL

小鼠进行皮下接种 采用 pcDNA3.1-hspA 接种的

C57BL小鼠产生了IgG2a pcDNA3.1-hspB则产生IgG1/

IgG2a 他们都显著地减少Hp在胃内的定植 同时减

轻因Hp存在的炎症反应. 因而 作者认为: 以热休克
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蛋白为基础的DNA疫苗不失为一种有效的Hp疫苗.

1.6 黏附蛋白  1993 年 Evans et al发现 在Hp上存

在一种原纤维样血凝素(NLBH)能与人红细胞紧密结

合 并通过血凝抑制试验证实N-乙酰神经氨酰乳糖是

其受体的主要成分 随后克隆了相应的基因HpaA 发

现基因长度约为1.4 kb 存在3个读码框(ORF) 其中

ORF2长度为549 bp 是NLBH的主要结构基因-HpaA.

后来有学者[56]提出异议 认为HpaA 长为783 bp 包

含了Evans所述的ORF2 和ORF3 编码2.9万的蛋白质

我国学者[57]通过克隆并序列分析证实HpaA长为783 bp

编码 261 个氨基酸残基 在大肠杆菌中表达具有良好

的抗原性. Hp黏附蛋白对Hp的定植和致病起着重要的

作用. Chen et al [58]报道 采用 rHpaA 进行体外实验

rHpaA能够被Hp阳性患者血清识别 同时能够刺激外

周不同的Th 细胞增生 更重要的是 rHpaA 能够增加

Th2细胞的比例 而且发现rHpaA和抗HpaA能够抑制

Hp在胃黏膜上黏附. 因此 作者认为rHpaA可能将成

为Hp一种新的侯选抗原. Kim et al [59]构建重组质粒编码

HpaA和霍乱毒素CTXA2B基因 在大肠杆菌中表达

经过纯化口服免疫小鼠 结果发现: 重组融合蛋白能够

提高黏膜的IgA以及血清中IgG的含量 同时使62.5 %

的小鼠具有预防Hp感染的能力.

1.7 全菌抗原  Doidge et al用Hp超声粉碎抗原和黏膜免

疫佐剂口服免疫小鼠 使感染的小鼠不仅清除了体内

的Hp 同时获得了预防Hp再感染的能力. 但全菌抗原

成分复杂 副反应多 而且存在由交叉反应引起一系列

不良反应的可能性 然而用单一的抗原 免疫原性太

弱 故多采用2-3种不同的抗原联合应用以克服上述

两种疫苗的不足之处 以期待获得更广泛地预防和免

疫治疗作用的疫苗. Kotloff et al [60]采用灭活的Hp全菌和

免疫佐剂口服免疫有或没有临床症状志愿者 结果发

现能够同时诱导黏膜和体液免疫. Goto et al [61]用全菌超

声破碎液加霍乱毒素以不同的剂量口服免疫C57BL/6

而后用活的 Hp进行攻击 通过对胃黏膜炎症反应程

度观察 唾液以及粪便中IgA检测 Hp定植程度等研

究 发现全菌超声破碎液能够刺激黏膜免疫 使90-

100 % Hp定植受到了抑制 所有被保护的小鼠胃黏膜

都表达 - 干扰素 50 % 小鼠还表达 IL-4 IL-5

但同时发现免疫后小鼠胃炎程度比免疫前更严重 作

者认为可能与免疫有关. Ikewaki et al [62]对持续Hp感染

小鼠进行Hp全菌超声破碎液加CT免疫 通过细菌培

养 组织学检测 结果发现: 62.5 %的小鼠根除了Hp

有趣的是单用CT免疫的小鼠 47.1 %消除了Hp的感

染 同时还发现唾液以及粪便中 IgA 胃黏膜 IL-4表

达也是增高的 这可能与Th2细胞的激活有关.

2   Hp侯选疫苗佐剂的选择

为了解决蛋白质疫苗普遍存在抗原性弱的问题 以往

常配以黏膜佐剂 而霍乱毒素(CT)和大肠杆菌热敏毒

素(LT)是目前研究最为深入的黏膜免疫佐剂 可促进

抗原呈递细胞的抗原呈递 刺激Th2型黏膜免疫 活

化Th2细胞免疫途径 促进上皮细胞内淋巴细胞的有

丝分裂和B细胞种型分化 克服了因抗原的免疫耐受

而起免疫促进作用. 虽然口服疫苗是一种较为理想的免

疫接种途径 但实验表明 口服黏膜佐剂可产生不同程

度的副作用 CT可诱生超敏反应以及LT的毒力所致腹

泻等不耐受症状.经过不断的探索和研究 目前开发了

更为安全而有效的黏膜免疫佐剂.

2.1 霍乱毒素(choleratoxin CT)  CT是一种强有力的免

疫佐剂 其作用机制是通过抑制口服抗原的免疫耐受

而发挥免疫促进作用 但由于毒性作用的存在-超敏

反应等 使他的应用受到了一定的限制. 研究发现 具

有两个亚基A2 B的CT 通过生物学的改造后 具有

毒副作用小的特点 因而得到了广泛的应用. CT-B具有

增强免疫作用 目前认为CT-B 是至今为止最有效最

安全的黏膜免疫佐剂之一 多数研究学者将CT-B与Hp

的重组抗原结合起来免疫小鼠 可使小鼠获得免疫力.

2.2 大肠杆菌热敏毒素(LT)  目前最受青昧的黏膜免疫

佐剂是LT-B 因为LT-B比CT-B拥有更可靠的安全

性和有效性.实验发现 与Hp的重组抗原结合 免疫

小鼠几乎不出现副作用. Pizza et al [63]报道: CT和LT虽

然是强的免疫佐剂 但在人体实验中发现 具有很大的

副作用. 目前 通过大量的实验研究 将LT的A亚单

位第63位的赖氨酸被丝氨酸取代 开发出无毒副作用

的LTK63 以及第72位的精氨酸被丙氨酸取代保留了

部分酶活性 LTR72 二者都具有黏膜免疫佐剂的作

用 与有效的抗原一起 刺激机体产生强的免疫力.

3   Hp侯选疫苗释放系统的选择

某些载体(细菌或质粒) 经过分子生物学改造以后

具有无比的优越性-独特的安全性和免疫佐剂的作用

而受到科学家们的关注.

3.1 真核表达载体pcDNA3.1(+)  核酸疫苗(DNA疫苗)是

1990年初发展起来的一种全新的第三代疫苗 因其不

仅能诱导体液免疫及细胞免疫 而且还具有容易构建

与改造 制备工艺简单等传统疫苗难以比拟的优点 而

受到普遍重视. 据文献报道 注入的DNA可以达到机

体的其他部位 且能被多种细胞摄取DNA质粒 而进

入细胞 这为DNA疫苗奠定了基础. pcDNA3.1(+)作为

研究工具 将Hp侯选抗原基因克隆至pcDNA3.1(+) 探

讨其在真核细胞表达的情况. 实验结果表明 Hp侯选抗

原能在真核细胞中表达 并能使接种的动物获得对Hp

的免疫力. 国内外已报道了Hp UreB及HspA2B核酸疫

苗的构建 初步证明了其免疫原性及免疫保护作用[55].

3.2 减毒的沙门菌  Koesling et al [64]采用重组的尿素酶A

B的减毒沙门菌(SL3261[pYZ97])单剂量口服免疫BALB/c 

C57BL/6 小鼠 能够产生持久的免疫力 攻击实验表

明 重组减毒沙门菌疫苗既能够预防 Hp感染 而且

能够治疗Hp的感染. Bumann et al [65]研究发现 尿素

酶能够在重组减毒沙门菌Ty21a(pDB1)中表达 同时



对9位志愿者和3位志愿者分别接种了Ty21a(pDB1)和

Ty21a 结果发现: 没有严重的副作用发生 12 位志

愿者中有10位针对沙门菌产生了体液免疫反应 3位

产生了针对尿素酶的T细胞的免疫反应 因此作者认

为重组减毒沙门菌疫苗是以T细胞介导的保护性的免

疫反应. Liao et al [66]探索了表达Hp过氧化氢酶的减毒

沙门菌疫苗(SL3261)的作用 通过口服 将其免疫

C57BL/6 小鼠 随后给予 Hp悉尼菌株攻击 结果发

现: 该疫苗能诱导有效地免疫反应 预防和治疗Hp的

感染. 通过以上实验说明 减毒沙门菌不仅是一种有效

的免疫载体 而且能刺激细胞免疫和诱导体液免疫.

3.3 乳酸杆菌  研究表明 乳酸杆菌是肠道的正常菌

群 同时可以作为一种载体表达菌 他能够表达 Hp

的各种成分.Lee et al [67]报道 通过将Hp尿素酶基因克

隆至载体 pTREX1 转染乳酸杆菌 而后表达尿素

酶 构建了乳酸杆菌MG1363 疫苗 可溶性表达尿素

酶 占菌体总量的6.25 % 以不同剂量 方案口服免

疫C57BL/6 结果发现: 乳酸杆菌MG1363 疫苗能够诱

导体液免疫而起保护作用.

3.4 卡介苗(BCG)  以往主要用于预防结核菌的感染 由

于是活载体及其独特的安全性和免疫佐剂作用而近来

受到科学家们的关注 经过分子生物学改造以后 已

构建出能在BCG 中表达外源基因的大肠杆菌-分枝杆

菌穿梭表达质粒. 现研究表明: 重组BCG(rBCG)能够表达

IL-12 IFN- GM-CSF HCG-β 且能被机体
识别 可用于人类的生物治疗. 重组BCG技术已经作

为一种分子生物学技术广泛用于疫苗 肿瘤 治疗等

领域[68-79]. 具有其他疫苗载体不可比拟的优越性 即毒

副作用小 安全 生产工艺简单 不需要纯化 成

本低 本身就是很强的免疫佐剂 一次性接种 终

身带菌 可使机体产生长期的细胞免疫和体液免疫

因而该疫苗是一种理想 高效 特异的疫苗 他将

预防和治疗于一体. 如果外源基因在BCG中过度表达

还可以通过体外干预的方法终止其过度表达. 目前我们

正在构建重组BCG-Hp/OMP 以期待获得一种理想的

疫苗.

4   Hp疫苗的免疫保护机制

目前Hp疫苗诱导机体产生保护性免疫和治疗作用的机

制仍不清楚. Saldinger et al [46]采用rUreB结合霍乱毒素

(CT)免疫BALB/c 小鼠 研究发现 脾脏CD4+T 细胞

增生 血清中 lgG1增加 同时伴随IL-4的增高 -

干扰素的减少 从而推测rUreB可能诱导了Th2 CD4+T

细胞增生 有助于Hp的根除. Ghiara et al [50]认为Hp疫

苗可能改变了胃内Th1型应答反应 通过Th2或Th0型

起保护性反应 而Th1型应答反应产生IFN- IL-12

等细胞因子引起黏膜的损害 而Th2或Th0免疫应答则

引起体液免疫反应 产生S-IgA 以及 IL-4 IL-10 等

细胞因子而起免疫保护作用 也有研究表明[80] Th1

型免疫反应同时也参与了免疫保护机制 Th1和Th2的平

衡协调可能对疫苗的保护机制更为重要. Blanchard et al [81]

报道 通过对人和动物长期的研究发现 Hp引起内

在免疫反应的能力受到宿主基因框架的调节 也就是

说 机体的免疫状态对Hp根除或者加重Hp所致的胃

肠道疾病起了决定性的作用.

5   Hp疫苗的未来

Hp疫苗的研究虽然取得了显著的进展 预计将有商品

化的Hp疫苗进入临床实验 但是Hp疫苗成功地应用

于人类预防和临床治疗尚有许多困难有待解决; 尚有许

多工作有待深入: (1)进一步需要阐明人体感染Hp后地

免疫应答和疫苗免疫保护机制 为疫苗的设计及免疫

策略提供依据; (2)进一步筛选更为有效的抗原制备疫苗

和研制更完善的核酸疫苗; (3)研制更安全有效的疫苗运

载释放系统及有效的免疫接种途径; (4)建立更能客观评

价疫苗免疫效果的动物模型等. Hp疫苗的研制已成为全

球研究的热点 美国已将其列为21世纪疫苗优先发展

的 II 类项目 有人预测在2010年代 Hp疫苗将有选

择地应用于人群的预防和临床治疗.
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摘要

脂肪酸结合蛋白(fatty acid binding proteins FABPs)是一组

低分子量(14-15 KD左右)结合长链脂肪酸的胞质蛋白

FABPs分布于哺乳动物的心肌 小肠 肝脏 脂肪组织

脑 表皮等组织细胞中. FABPs以其在组织中的分布而命

名 包括心肌型(H-FABP) 小肠型(I-FABP) 肝脏型(L-

FABP) 脂肪细胞型(A-FABP) 脑细胞型(B-FABP) 肾

脏型(K-FABP) 骨骼肌型(S-FABP) 牛皮癣相关型(PA-

FABP)及表皮型(E-FABP)等 9种类型 具有组织特异性

在同一细胞中可分布多种FABPs. 文献报道在长链脂肪酸的

摄取 转运及代谢调节中发挥着重要作用. 本文对其组织分

布 结构特性及脂肪酸的转运功能作一简要综述.
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0   引言

脂肪酸结合蛋白(fatty acid binding proteins FABPs)是一

组低分子量(14-15 KD左右)结合长链脂肪酸的胞质蛋

白. 近年来 已经采用大量实验方法对FABP的转运功

能进行了研究. 这些方法包括分子水平的体内脂肪酸转

运模型; 对脂肪酸的摄取和由基因控制的FABP的不同

种类 数量的体内细胞转运的研究; 同时对缺乏特异

FABPs表达的动物组织细胞进行检测. 研究数据均有力

支持将FABPs 定义为脂肪酸转运蛋白. 已经清楚知道

FABPs周围包绕了大量的相关蛋白 一些除结合脂肪

酸外 还结合了疏水的配体. 最近几年 对FABPs的组

织分布 配体亲和力和特异性 以及其结构特性进行了

集中研究 结果均表明FABPs 参与细胞内脂质代谢.

1   FABPs 的分布 性质

FABPs 分布于哺乳动物的心肌 小肠 肝脏 脂肪组

织 脑 表皮等组织细胞中 已发现的FABPs 包括心

肌型(H-FABP) 小肠型(I-FABP) 肝脏型(L-FABP)

脂肪细胞型(A-FABP) 脑细胞型(B-FABP) 肾脏型

(K-FABP) 骨骼肌型(S-FABP) 牛皮癣相关型(PA-

FABP) 及表皮型(E-FABP)等9种类型[1]. FABPs以其在组织

中的分布而命名 在同一细胞中可分布多种FABPs 例如

在小肠内皮细胞上存在两种不同FABPs 即 L-FABP

和 I-FABP 二者具有29 的同源性. 在植物中也发

现有FABPs[2]. FABPs大约有130个标准氨基酸 在小

鼠L-FABP 结构中有127 个残基 包括启始N- 甲酰

蛋氨酸. 不同类型FABPs的氨基酸序列有38-70 %的同

源性 在空间结构上也有相似之处 都存在两个

螺旋和一个β折叠结构. 各型FABPs的两个短 螺旋结
构由肽链 末端的7个氨基酸组成 β折叠结构则是
由92个氨基酸构成 分为 β - 八个片层. L-FABP
是第一个克隆并纯化的FABP家族的成员 具有晶状

体结构和氨基酸序列.

2   FABP与脂肪酸代谢

2.1 FABPs的结构特性  FABPs结合脂肪酸分子甲基并

限制脂肪酸分子移动的重要功能单位是一个由 螺旋

β CF 片层所组成的 开口 结构 当此结构域与脂
肪酸结合后 由7个氢链所组成的静电网以及分子间范

德华力的作用使得脂肪酸分子构象改变而被固定在

FABPs 分子内. FABPs 开口 结构在与脂肪酸结合

的同时也与一个由Ash11 Asp34等组成的离子通道相

耦联 在特定的条件下通过这一离子通道的调节作用

而结合或释放脂肪酸分子[3]. 这种结构决定了FABP能够

结合各种类型脂肪酸 在脂肪酸的摄取 转运及代谢调

节中具有重要作用. 调节脂肪酸代谢是各型FABP的共

同作用 但在不同组织 不同条件下各型FABP的存在

状况及活性均有所不同. 例如 -FABP特异地存在于心

肌组织中 约占心脏全部可溶性蛋白质的4-8 % H-

FABP 与心肌细胞内的长链脂肪酸相结合 将其从细

胞质膜向脂化和氢化部位运输 从而进入能量代谢体

系氧化分解最终生成三磷酸腺苷(ATP) 为心肌收缩提

供能量[4].

2.2 FABPs的配体结合特性  已对FABPs的转运功能进

行了大量研究 结果证明其转运功能与其和长链脂肪

酸(C16-20)的亲和力密切相关. L-FABP的结合特性是

FABP 家族 中所特有的[5] L-FABP 在细胞中 特别

是在细胞膜上 不仅可与长链脂肪酸结合 还可与其

他酰基配体结合 包括酰基辅酶 A 磷脂 血红素

蛋白及胆汁酸盐. 其中与长链脂肪酸的结合亲和力最高.

研究表明高脂饮食可增加肝脏和小肠中L-FABP 脂

肪A-FABP含量 对小肠 I-FABPs 无影响. 长链脂肪



酸的疏水特性使结合力的测定复杂化. Kurian et al [6]改

进1- 磺酸盐 -8- 苯胺萘置换方法测定配体结合亲和

力 得出L-FABP对软脂酸盐 油酸盐 及花生四烯

酸盐的亲和力最高. Richieri et al [7]利用不同的荧光方法

检测FABPs与脂肪酸的亲和力 结果证明FABPs的结合

亲和力与脂肪酸的类型不同而不同(KD2-1 000 nm) 即

饱和脂肪酸大于多聚不饱和脂肪酸. L-FABP结合溶血

磷脂酸 血红蛋白素 胆盐 两种类型的过氧化物酶体

增生体激活受体(PPAR) 类花生四烯酸类物质和肝脏

致癌原. 大部分视黄醛分布在肝脏 L-FABP也结合视

黄醇. L-FABP的一部分配体有可能通过改变其结合特

性 来调控蛋白功能. 如参与糖分解的中产物糖与6-

磷酸葡萄糖结合 增加对油酸盐及油酸辅酶A的亲和

力. L-FABP结合胆固醇的作用目前尚有争议. 小鼠L-

FABP的晶体结构可以促进中性脂肪酸的结合. L-FABP

对油酸盐的亲和力随盐浓度的增加而降低.

2.3 FABPs与脂肪酸代谢酶  大量的研究表明细胞内酶

的活性是由FABPs调控的 提出FABPs参与细胞内的

脂质代谢. 已经对FABPs对线粒体和微粒体酶活性的作

用 特别是对L-FABP进行了研究 对其他类型FABPs

对细胞酶活性的研究未获取相关信息. 利用线粒体或微

粒体制剂作为酶原提纯FABPs检测其对配体代谢的直

接作用. 许多研究结果证明 FABPs作为配体供体这一

作用特性 提示这些蛋白对配体特殊的靶作用以及

FABP与酶类有直接交互作用 如酰基辅酶A合成酶

此酶催化长链脂肪酸酯化 为脂肪酸代谢的第一步.

2.4 FABP与体内脂肪酸的转运  脂肪酸是细胞生命重要

的分子 通过 β- 氧化分解产生ATP 酯化为甘油和
固醇. 脂肪酸能否自由地从脂质双层转移或FABPs是否

为转运所必需 是脂代谢的关键问题. 试验表明未电离

的脂肪酸或其衍生物能够快速通过磷脂双分子层. 多种

因素影响脂肪酸从膜上被动转运[7] : (1)跨膜pH梯度; (2)

脂肪酸在膜上结合区的分布; (3)游离脂肪酸转化为非透

膜性衍生物(脂酰辅酶A酯); (4)为合成代谢和分解代谢

利用脂肪酸. 目前长链脂肪酸有两种转运机制 一是脂

肪酸经过被动扩散穿过细胞膜; 另一种是在蛋白的参与

下完成脂肪酸的跨膜转运(图1).

图1  长链脂肪酸的细胞内转运.脂肪酸跨膜转运是被动扩散或由蛋白
介导的过程,FABP可以介导脂肪酸胞质转运至多种细胞器,包括线粒体
(Mitochondria) 过氧化物酶体(Peroxisomes) 内质网(Endoplasmic
reticulum) 细胞核(Nucleus) 脂滴(Lipid droplets).

        研究表明具有高亲和力的FABPs 作为细胞内和

细胞外的脂肪酸受体 对脂肪酸及其衍生物的亲和力均

促进脂肪酸的摄取. FABPs最基础的功能是参与食物中脂

质的利用. 脂肪酸摄取 代谢和储存多的组织 如肝脏

脂肪细胞及肌肉 其FABP的含量增加. Ockner et al [8]是

最早发现高脂饮食可以增加肝脏和小肠中L-FABP的

含量 对I-FABP影响较小. 除可增加肝L-FABP的含

量 用高脂饮食喂养的啮齿类动物可以使过氧化物酶

体增生 增加酯酰CoA氧化酶以及细胞色素P450 4A1

和过氧化物酶氧化 这些作用为过氧化物酶体增生体

反应. 正常浓度的长链脂肪酸对组织中FABPs的含量无

影响 只有线粒体氧化功能受到抑制时 L-FABP及过

氧化物酶体氧化水平增加. 高脂饮食不但能增加L-FABP

水平 而且还能增加脂肪细胞 A-FABP的含量 对心脏

肾脏和肌肉的影响尚未发现[9]. 长链脂肪酸诱导A-FABP的

表达 并且A-FABP的表达水平与长链脂肪酸的量密

切相关. 几种转录因子 如过氧化物酶体增生体激活受

体(PPAR)能够促进脂肪细胞分化 且PPAR DNA结合

区位于A-FABP基因启动子区域. 已经证明PPAR结合

长链脂肪酸 控制A-FABP基因表达 提示增加长链脂

肪酸的浓度可以诱导A-FABP的含量 同样 L-FABP

也是通过PPAR来调控的. PPAR在脂肪酸分解代谢率高

的组织中高表达 如肝脏 肾脏 心脏及肌肉组织中

通过诱导线粒体和过氧化物酶体氧化水平及L-FABP

基因表达来刺激脂肪酸分解代谢. 因为细胞内脂肪沉积

可以增加L-FABP的含量 因此可以推断L-FABP与

线粒体和过氧化物酶体氧化有关[10]. 同时 L-FABP又

使胞质内游离脂肪酸含量保持最低浓度 以免游离脂

肪酸对胞膜的损害.

        检测FABPs对脂肪酸内流的作用 发现L-FABP

可以增加油酸盐的内流 对油酸盐表面扩散系数可以

增加6倍[11]. 利用一系列荧光共振能量转换测定法对不

同的FABPs 家族成员不同的脂肪酸转运功能进行比

较 发现从FABPs到膜囊泡的脂肪酸转运比率可以发

生变化 认为FABPs的功能是作为脂质代谢过程分解

代谢的或是合成代谢的中特异调控酶 来维持细胞膜

脂肪酸水平以及脂肪酸应答基因的表达规律[12]. 例如

FABP可以作为一种完全或更特定的特异酶通过底物或

产物在胞质间隙的浓度 来调控脂质代谢 参与脂肪酸

的摄取与输出过程; 或者是通过从特殊酶上传送或消除

脂肪酸来调控脂质代谢.

3   FABPs测定方法

Ockner et al [8]于1974年在研究I-FABP时采用的放射免

疫法获得纯化的I-FABP 然后用纯化I-FABP免疫家

兔以获得I-FABP抗血清并用 14C进行放射性标记 14C

标记抗血清与待测标本反应后 通过测定免疫沉淀

中放射性比活度来检测相应 I-FABP 的浓度. 1997 年

Wodzig et al [13]报道的一步法ELISA检测FABPs 操作

尤为简捷 整个测定过程仅需45 min 应用较广. 1998年
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Nucleus

Lipid droplets

Endoplasmic
reticulum

FAS

FA

FA
FA

FABP
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Robers et al [14]采用免疫比浊法测定血浆中FABPs 这

种方法的基本原理是将抗各型FABPs的单克隆抗体通

过物理黏附法黏附到胶乳颗粒 制成特定的胶乳检测

试剂来检测相应FABPs 的浓度 操作更为简便快速.

       总之 FABPs 具有组织特异性 从分子水平采用

大量方法来测定FABPs的脂肪酸转运功能 其确切的

转运机制尚不十分清楚 有待进一步研究. 目前FABPs

检测在心肌梗塞等疾病的早期诊断中具有重要的价值[15].

近年来 FABPs 的测定还用于结肠癌 膀胱癌的早期

诊断中 由于结肠脱落上皮细胞 膀胱移行上皮细胞中

I-FABP L-FABP 基因表达水平的检测有着重要价

值 一些分子生物学技术如核酸杂交 PCR RT-PCR

等在这些方面已显现出一定的应用前景. 由于其参与脂

肪酸的摄取转运及代谢 因此 对于FABPs的研究因

脂肪酸代谢异常引起的疾病 如2型糖尿病 肥胖症

及脂肪肝等 有重要的意义.
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摘要

目前 全球约有3亿5千万人感染乙型肝炎病毒(hepatitis

B virus HBV) 近 50 %的感染者出现临床症状 约有

5 %发展为肝炎肝硬化 而每年因HBV感染而死亡的人数

近一百万. 对HBV相关的终末期肝病 根治一直是世界性

难题 近年来 原位肝移植(OLT)的成功开展无疑为此类患

者带来了曙光. 但如果不给予一定的预防措施 其OLT后

HBV再感染率可高达58-83 % 最高可达90 %. 文献资料

显示 OLT后HBV再感染发生可能与术前HBV复制状态

抗HBV药物应用前后病毒变异 免疫抑制剂及糖皮质激素

的应用 肝外组织HBV存在情况等因素有关. 本文就近年

来相关的研究进展作一综述.
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0   引言

在乙型肝炎患者OLT研究热点中 手术本身已不是难

题 而肝炎病毒的再感染问题越来越受到广泛关注[1].

我国于1977年开展首例肝移植 自1993年后 尤其是

最近几年 肝移植得到了迅速发展[2, 3]. 但如果不给予一定

的预防措施 其OLT后HBV再感染率可高达58-83 %

最高可达90 %[4]. 目前我国肝移植对象主要是乙型肝炎

病毒感染的终末期肝病患者 考虑到欧 美 日等国家

HBV常为成人期感染 而我国则以母婴传播为主 前

者较易清除病毒 而后者更易发生免疫耐受 故我国

OLT后HBV再感染成为我国OLT事业的最大挑战. 尽

管自1978年起乙型肝炎免疫球蛋白(HBIG)以及1993年

后核苷类似物等抗病毒制剂的推广应用 由于病毒变

异及耐药性逃逸株形成等 HBV再感染率仍未得到有

效控制 并成为影响乙型肝炎患者OLT后长期存活的

重要原因之一[5-7].

1   肝移植后HBV再感染

国外文献大多仅将肝移植后患者血清HBsAg或HBV-

DNA阳性作为再感染诊断标准[8]. 按我国2001年中华病

毒性肝炎的防治方案 肝移植术后HBV 再感染的诊

断 至少需要具备以下4项中的1项: (1)血清HBsAg阳

性; (2)血清HBV-DNA阳性; (3)血清HBcAb-IgM阳性; (4)

肝内HBsAg和 /或HBcAg阳性. 移植肝HBV再感染的

病理学特征是融合的肝细胞气球样变 进而出现溶解

性坏死 甚至小叶崩解 门静脉周围纤维组织增生

肝细胞内有淤胆现象 但炎性细胞浸润并不明显 几

乎所有肝细胞免疫组化染色HBsAg及HBcAg均阳性. 临

床症状可表现为迁延型及暴发型肝炎.

       近年来 随着抗病毒药物的推广应用 包括乙型

肝炎疫苗 HBIG 干扰素及核苷类似物如拉米夫定

(LAM)等单独或联合应用 HBV再感染已得到不同程度

的控制 但HBV再感染仍有发生 而且发生HBV再感

染后患者生活质量及生存率明显下降[9-16].  但目前对

HBV再感染率的报道并不一致 可能与研究对象 围

手术期的处理及术后治疗方案等不同有关.

       Steinmuller et al [5]报道 乙型肝炎肝移植后5 a生

存率HBV再感染组 (69 %)及HCC组(60 %)较其他组显

著降低(P <0.01); 而合并HCV/HDV感染的肝移植患者

其生存率却稍好于单纯乙型肝炎感染患者 但无显著

性差异 (P >0.05); 术前HBV-DNA阳性与HBV-DNA阴

性患者术后5 a生存率无显著性差异(P >0.05) 但术前

HBeAg阳性常预示生存率降低(P <0.05 vs HBeAg阴性

组). 在无联合抗病毒措施情况下 再感染所致的移植肝

损害很明显; 而加服抗病毒药物后则有所改善 2 a生

存率从第一时期(1988-1993年)的85 %增加到第三时期

(1997-2000年)的 94 %(P <0.05) 两个时间段2 a HBV

再感染率分别为 42 % 及 8 % (P <0.05). 而Seehofer et al [17]

在对179例乙型肝炎OLT患者进行分析后发现 虽然

所有患者均接受了HBIG预防性治疗 术后1 3及5 a

的HBV再感染率分别为33 % 43 %及 44 %; 52 %的

未接受抗病毒治疗的再感染患者在再感染后1 a内死亡;

肝移植后HBV再感染者移植肝1 a及3 a存活率分别仅

有42 %及25 %.

        郑树森 et al [18, 19]通过分析40例乙型肝炎相关肝病

接受OLT后存活2 mo以上的患者 术前HBsAg均阳性

HBV-DNA阳性12例 HBeAg阳性10例; OLT术后即

开始服用LAM 100 mg/d. 但仍发现有6例(15 %)出现

HBV再感染率; 其中 6 mo再感染率为12.2 % 12 mo

再感染率为23.5 %.

        最近 Honaker et al [20]将患有乙型肝炎并接受肝移

植的患者分为未接受/曾短期接受HBIG组 长期HBIG



组 LAM/HBIG 联合组 发现 3 组HBV 再感染率分

别是100 % 21 %及 0 (P < 0.001) 而随访期间生存

率分别为50 % 71 % 100 % (P = 0.09).

2   HBV再感染的相关因素

2.1术前HBV的复制状态  尽管在肝移植前采取了免疫预

防措施 但多数学者认为术前HBV DNA阳性患者术后

HBV再感染率较高 建议在术前尽量用药使其阴转[1, 18].

另外 手术前后抗病毒药物的应用亦将直接影响到

HBV再感染率.

        Seehofer et al [13] 对比了HBV-DNA阳性接受肝移植

的患者术前抗病毒及术后的预防治疗后再感染情况. 共

观察了74例HBV-DNA阳性并接受肝移植的患者. 术前

选用LAM或泛昔洛韦治疗 有40例术前未采取任何抗

病毒治疗. 术前服用泛昔洛韦(1 500 mg/d)有17例 服用

LAM(150 mg/d)17例 术后这34例患者均采用HBIG被

动免疫 抗体滴度维持在100 U/L以上 并持续应用相

应的抗病毒药物. 发现服用泛昔洛韦及LAM者HBV-

DNA术前转阴率分别为30 %及71 %; 术前未服用抗病

毒药组2 a后HBV再感染率为48 % 相对于术前服用

泛昔洛韦组55 %的再感染率并无统计学差异; 而术前

LAM处理组仅有18 %的HBV再感染率. 因此认为 移

植前抗病毒药物的应用及移植后联合应用抗病毒药和

被动免疫预防 可使HBV再感染率明显下降. 亦有研究

认为 联合LAM/HBIG抗病毒治疗后 术前HBV-DNA

阳性与阴性者在术后HBV再感染率并无显著性差异[20].

        国内有学者认为 术前HBeAg状态与术后HBV再

感染关系不大 可能因为国外肝移植中心研究中部分

是HCC 而肝癌患者中整合到肝细胞中的HBV-DNA只

有HBsAg是完整的 因此很少产生HBeAg; 另外 HBV-

DNA前C区突变 亦可造成HBeAg分泌下降或分泌终

止 HBeAg阴性并不总意味着HBV复制的停止 这些

患者HBV可能仍存在高复制状态[18].

2.2 耐药性病毒变异株的产生  多数研究认为 移植前

YMDD变异株存在及术后耐药性逃逸株的出现是导致

HBV再感染的重要原因之一[21-25]. Rosenau et al [26]在其观

察的21例患者中 平均术前16.5 mo即开始服用LAM

2例出现YMDD变异株的患者分别在OLT后 13 d及75 d

发生了HBV再感染 这可能与HBV变异株对LAM耐

药有关.

        Seehofer et al [8]报道34例肝移植因乙型肝炎复发而

接受LAM治疗患者 尽管均持续应用了HBIG 但仍发

展为HBV再感染. 不过发现在用LAM前 21例患者曾

用过泛昔洛韦并产生耐药 在随访的12-49 mo 期间

发现19例(56 %)产生了LAM耐药株. Fontana et al [27]观

察了33 例术前HBsAg 均阳性的乙型肝炎肝移植后患

者 在术后平均观察61 wk后 有13例(40 %)LAM治

疗患者发现病毒水平反跳 而且证实是由于出现YMDD

变异株所致. 而Malkan et al [28]在早些时候就发现单独使

用LAM后 有19 %(6/32)的患者因HBV YMDD变异而

致病毒复制反跳.

        新近Papatheodoridis et al [29]报道同样认为 LAM的

用于OLT后HBV再感染仅在一定程度上有效 一般在

术后6 mo 左右即可出现LAM耐药株; 而且单一应用

LAM HBV 再感染率随时间延长而上升.

     HBV S 区变异株与其再感染亦可能有一定关系.

Santantonio et al [30]对18例OLT后进行HBIG预防性治

疗患者观察后 发现有3例(17 %)在治疗期间出现HBV

再感染及相应的肝炎症状 优势病毒群体序列分析显

示 HBV S区基因变异在核甘酸的587位点G变为A

相应的氨基酸是甘氨酸(Glycine)变为精氨酸(Arginine)即

G145A; 而pre-S2区移植前后则未发现一致性的序列变

化. 因此认为 长期应用多克隆的抗-HBs免疫预防可

对G145A S基因突变株有选择作用 使其成为与移植

肝再感染有关的优势病毒株. 而Rodriguez-Frias et al [31]

则认为在急性乙型肝炎 慢性乙型肝炎及肝炎肝硬化

患者肝移植前就存在HBV S区基因变异株的积累 由

于预防性HBIG主要来源于感染HBV同源性较高的急

性自限性患者 因此并不能有效预防HBV再感染 这

可能亦是乙型肝炎肝移植后HBV再感染的原因之一.

2.3 抗病毒药物的选择  近年来 HBIG 泛昔洛韦

LAM及联合用药后 HBV再感染率有明显下降. 总的看

来 未进行预防性用药的乙型肝炎相关性肝病患者 肝

移植后HBV再感染率最高; 单独应用HBIG或 LAM仍

有20-60 %患者预防再感染失败 而联合应用组HBV

再感染率则明显较低[14, 20, 32].

       早期有报道单独使用泛昔洛韦的预防效果较差

袁桂玉 et al [33]总结19例HBV相关肝病患者 OLT后

乏昔洛韦治疗组4例全部发生再感染 LAM组13例中

7 例再感染 HBV 抗原 /HBV DNA 阳性者达 11 例.

Berenguer et al [14]共对6例肝移植后乙型肝炎感染患者

(血清HBsAg及HBV-DNA阳性 其中的4例HBeAg 亦

阳性)给予泛昔洛韦(500 mg  3次 /d)治疗 观察12 mo

未发现患者血清学抗-HBs或抗-HBe转为阳性 仅2

例患者病毒载量有所下降 3例患者HBV-DNA水平甚

至高于治疗前 因此认为单独使用泛昔洛韦在肝移植

后抗HBV感染方面其作用有限. 不过 亦有学者曾提出

泛昔洛韦预防性治疗效果不错 泛昔洛韦与LAM联合

用药同样可使HBV再感染率明显下降[34].

        Petry et al [35]报道了1例因暴发性乙型肝炎而接受紧

急肝移植的45 岁女性患者 术前HBV-DNA 阳性而

HBsAg阴性 术后第1天证实合并HIV感染 治疗途中

因HIV病毒血症明显而终止LAM应用 后导致患者HBV

的复制而致严重的肝失功. 新近有研究发现 虽然长期

HBIG与LAM/HBIG联合预防性治疗时HBIG维持的平

均滴度均一样 但HBV再感染率并不相同 采取联合

LAM预防性治疗后可使HBV再感染率显著降低[20].

2.4 免疫抑制剂  OLT后患者均长期服用免疫抑制剂
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目前免疫抑制剂主要有四类:  (1)皮质类固醇如强的松; (2)

抗代谢药物如硫唑嘌呤及MMF; (3) 神经贮钙蛋白抑制

剂如环胞霉素及FK506等; (4)抗淋巴细胞制剂如胸腺细

胞免疫球蛋白(ATG)及抗CD3单克隆抗体(OKT3)等. 有

研究认为 免疫抑制剂的应用可增加病毒的复制 HBV

基因组中存在糖皮质激素反应元件 可与激素受体结

合 增强HBV基因的转录水平 以致病毒复制增强 加

速移植肝HBV再感染进程[36, 37]. 而且有学者认为 皮

质类固醇可刺激肝外组织释放HBV 释放出的HBV在

低水平被重新激活而再次表达[38, 39].

         Gonzalez et al [40]观察了乙型肝炎肝移植患者给予糖

皮质激素及OKT3治疗急性排斥反应后的HBV-DNA 及

HBsAg水平变化 发现所有观察病例肝移植后巨噬细

胞 B细胞及CD4+和CD8+ T细胞内均存在HBV-DNA

而且在急性排斥反应发作者应用OKT3后HBV-DNA 及

HBsAg水平可迅速增加. 然而 在皮质类固醇组其水平

却相对较低 这一现象在未应用相应药物的患者未发

现 病毒水平增加则促成了移植肝HBV再感染. 因此

提出 应用OKT3 及皮质类固醇等免疫抑制剂可能促

进乙型肝炎肝移植后HBV再感染 在急性排斥反应时

应用OKT3类药物要慎重.

2.5 供体肝来源及质量  由于严格的筛选检查 供体肝

带有HBV的可能性已经不大 除非在需要紧急肝移植

或供体来源严重不足的情况下. Shapira et al [10]首次报告

了1例 5岁男性患儿因甲型肝炎病毒所致FHF而接受

其血清抗-HBc阳性的母亲部分亲体肝移植. 移植后未

采取免疫预防 在移植18mo后发现HBV感染.

        Joya-Vazquez et al [41]通过对血清抗-HBc阳性供体

肝在肝炎肝硬化患者肝移植中的应用后 研究认为抗-

HBc阳性供体肝的应用并不影响移植物与患者的存活

但这些受体发生HBV再感染的机会要高出2.5倍 而且

再感染时间也相对较早 不过LAM与 HBIG联合应用

可以使HBV再感染下降 40 %.

2.6 组织配型差异  最近Neumann et al [42]分析了84例肝炎

肝硬化接受肝移植的患者 随访1-110 mo (平均55.6 mo)

移植后即持续用HBIG行免疫预防. 发现1 a及 5 a生存

率分别是90.5 % 80.4 %. 因 HBV再感染 使得20

例再感染者有15例 (占 75 %)移植肝失功 但发现在

HLA-A与HLA-B相容性的移植肝HBV再感染率明显

偏低(P <0.05). 另外 相对于HLA-B完全不相容的乙

型肝炎再感染患者 HLA-B 1或2相容性移植肝存活时

间明显较长(P =0.02). 在终末期乙型肝炎行肝移植的患

者 似乎HLA-A  HLA-B 相容性越高移植物存活越好.

但关于组织相容性与HBV再感染的关系早期亦有反面

结论.

2.7 肝外组织HBV的存在  如前所述 术前血清HBV

DNA阳性似乎在OLT后HBV再感染率较高. 但在实际

工作中 既使术前HBV DNA 阴性 亦不能完全避免

HBV再感染[13, 18, 28]. 早期研究发现外周血单个核细胞

(PBMC)内可检测到HBV DNA 并认为与HBV感染的

慢性化有关[43-45]. 有研究发现  HBV感染可以通过接受

HBV血清学阴性的供体获得[46]. 新近Yue et al [47]研究认

为 胎儿期HBV侵入PBMC是其垂直传播免疫预防失

败的重要原因之一. 但目前在PBMC中是否存在HBV复

制仍有争议.

2.8 再次肝移植  多数学者认为 再次OLT 后移植肝

HBV再感染率高于首次OLT[3]. Roche et al [48]报道了10例

OLT后因HBV再感染致肝失功而接受了再次OLT 虽

然术后给予HBIG 阿糖腺苷及更昔洛韦等抗病毒治

疗 但最后大部分患者(6例)仍发生了二次移植肝HBV

再感染以致肝失功而死亡.

        另外 国内有学者研究还认为 OLT术中与术后

输血量可置换受体被HBV感染的血液 降低循环血中

HBV水平; 而且输入的新鲜血中各种杀伤细胞以及可能

存在抗 HBs能够进一步清除残存的HBV 加之肝移

植除去了HBV赖以复制生存的大本营 术后HBV再感

染的可能性将减少[49, 50].

        总之 乙型肝炎肝移植后HBV再感染依然是围绕

各肝移植中心的一大难题. 最近 Dahmen et al [51]用土

拨鼠(woodchuck) 首次建立起了肝移植乙型肝炎再感染

模型; 土拨鼠肝炎病毒(woodchuck hepatitis virus WHV)

阴性鼠为供体 而病毒慢性携带鼠(3例)为肝移植受体.

最后认为 土拨鼠是研究肝移植HBV再感染较为合适

的动物模型 而且能很好的耐受手术; 病毒在移植物出

现的首要标志是WHsAg 可在肝窦内检出 而再感染

的证实有赖于大多数肝细胞内WHsAg和 WHcAg染色阳

性及移植肝内检出病毒DNA 与 RNA. 由此 随着对

HBV再感染因素及其机制的深入研究 供体肝来源与

质量的不断优化 以及新的抗病毒药物研制及其应用

的不断发展[52, 53] 肝移植后HBV再感染将有望进一步

得到控制 OLT 的应用将会得到进一步拓宽.
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摘要

本文简述近年来复杂性疾病生物信息学研究的策略与方

法 并介绍清华大学生物信息学教育部重点实验室的有关

工作. 由于遗传 环境的相互作用及基因型-表型复杂的

内部结构 常用的家系研究 基于遗传图谱的连锁分析 基

于物理图谱的定位克隆以及关联分析等单基因病策略与方

法 在复杂性疾病的分子机制研究上存在局限. 在后基因组

时代 生物信息学的发展 为从分子水平和系统观念研究

复杂性疾病 以及研究模式从 序列 结构 功能 向 相

互作用 网络 功能 的转变提供了契机. 从多因素分

析 基因的相互作用着手研究复杂性疾病成为热点. 我们

以信息 系统的观点 从功能基因组系统学出发研究复杂

性疾病的机制 并在复杂性疾病的基因组合及相互作用信

息提取 复杂性疾病基因转录水平和表达水平的芯片分析

多层次生物信息整合 分子调控网络建模 中医药生物信

息学等方面进行了有益的尝试.

李梢, 张学工, 季梁, 李衍达. 复杂性疾病生物信息学研究的策略与方法. 世界

华人消化杂志  2003;11(10):1465-1469

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1465.asp

0   引言

随着人类基因组计划的发展 目前生命科学进入了快

速 准确 低耗分析遗传和表达的信息时代.生物信

息学(Bioinformatics) 作为当今生命科学研究最重要的平

台技术 其目标是揭示基因组信息结构的复杂性及遗

传语言的根本规律[1] 并阐明人类约10万种蛋白质的

结构 功能 相互作用以及与各种人类疾病之间的关

系 寻求各种治疗和预防措施. 自 1980年代末期以来

生物信息学相继推动了系统生物学(systems biology)[2]

功能基因组系统学[1, 3]等的兴起 发展了从系统观 信

息结构 复杂性 研究健康与疾病的新方法 并已深

入到与人类疾病密切相关的基因组学 蛋白质组学 药

物基因组学[4]等各个领域.

1   遗传-环境的相互作用及基因型-表型复杂的内部

结构

疾病的发生与环境(环境有害因素)和遗传(遗传易感性)

有关. 单基因病(monogenic disease) 是疾病发病的遗传因

素中以单基因缺陷占主导地位 且在家系成员中疾病传

递符合孟德尔规律者. 复杂性疾病(complex diseases)则是由

多个基因及环境因素(包括致病微生物)相互作用所致 且

在家系中不符合孟德尔规律 又称为多基因病(polygenic

diseases) 多基因遗传病(polygenic inheritance diseases) 多

因子病(multifactorial diseases). 如肿瘤 心血管病 代

谢性疾病 神经-精神类疾病[5] 免疫性疾病[6] 帕

金氏症[7] 肠癌[8]等. 由于机体常见的疾病 健康状态

是环境暴露 遗传易感性和年龄等因素复杂交互作用

的结果 基因-环境各种因素之间往往存在复杂的非线

性关系 因此导致研究上存在困难.

1.1 微效基因的困扰 以及由此导致的预选基因难以

选择  复杂性疾病的特点往往是由多个中效 微效基因共

同决定疾病的复杂性状 仅一个基因的改变对疾病的发

生 发展 以及对药物作用的影响不大 其中某一或某些

基因位点仅对应于该疾病的某个亚型 某个症状或体征[9].

1.2 遗传与环境因素的交互作用分离  复杂性疾病的发

病率 即疾病外显性(penetrance)取决于后天环境因素影

响的性质及程度. 目前按临床表现进行分类诊断的一个

疾病 实际上可能是由一组致病基因 或易感基因 或

环境因素不同 而表型相似的疾病组成 如糖尿病. 群

体中也存在具有遗传易感性但不发病或尚未发病的亚

群.缺乏对疾病形成过程中环境作用的有效控制途径

必然导致研究对象的内部异质性 从而影响疾病相关

基因的研究. 随着多因素相关性疾病中遗传因素的作用

以及遗传因素和环境因素互动认识的进一步深入 将

有可能改变现有的疾病分类方法.

1.3 疾病基因型与表型(gene-to-phenotype)存在复杂的

关系 以及丰富的内部结构[10]  疾病基因型与表型存

在多因素致病 多基因调控 涉及多个层次 临床表型

复杂等特征. 如类风湿性关节炎(RA)的病理 免疫学改

变虽然相似 但其临床表现 基因表达谱改变却呈现出

多样性[11]. 同时 复杂病的遗传易感性不一定是对疾病

表型本身的直接影响 而可仅是对疾病中间性状影响

的间接后果. 可以认为 现代医学与分子遗传学在疾病

解释上存在可能的矛盾 即对于复杂疾病而言 分子遗

传学的解释过于概括 以致不适用于分为若干不同类

别 乃至亚组的特定疾病.
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2   几种利用遗传标记分析遗传病方法的局限

单基因遗传病由于因素单一 基因型-表型关系清晰

已经形成了较为成熟的患病家系研究 病例/对照分析

法 患病同胞对法 传递不平衡测试法(transmission/dis-

equilibrium test TDT) 以及基于遗传图谱的连锁分析

(linkage analysis) 基于群体病例-对照(case-control

populations)的关联分析(association study) 基于物理图

谱的定位克隆等策略与方法[12, 13]. 其中遗传家系的连锁

分析包括参数方法和非参数方法. TDT法实质上是一种

以家系为基础的病列 /对照关联分析法. NCBI的OMIM

数据库已经收集了众多单基因遗传病的致病基因.

         定位克隆已被证实是克隆基因尤其是人类群体中遗

传疾病相关基因的一种有效手段[14]. 复杂疾病的致病基

因则很难用位置克隆法及致病基因定位 分离技术体

系来确定[15] 从可能的疾病易感位点到致病基因的跨

越也充满困难.相对于定位主效基因十分有效的连锁分

析法来说 关联分析法定位弱效基因的能力要强得多[16].

关联分析法侧重于研究遗传标记与疾病的关联关系 然

而受到需首先大致确定致病基因位置的局限. Baier et al [17]

曾试图利用位置克隆法定位II型糖尿病的易感基因. 运

用关联分析表明 一个位于内含子区域的多态位点

UCSNP-43 与疾病易感性密切相关 这一位点位于

CAPN10基因内. 对一段包含CAPN10基因的长为66 kb

的区域进行测序发现了179个多态位点. 对其中的63个

位点进行的病例 / 对照研究表明 杂合体比纯合体更

容易患病. 这意味着可能是CAPN10与其周围的某个遗

传因素复杂的相互作用导致了糖尿病易感性的差异[18].

即是环境与人类基因 基因产物相互作用的结果 以

致最终的致病因素仍难确证.

3   新的研究策略: 生物信息学和系统观

从 序列 结构 功能 的生物学观点是既往复杂性

疾病机制研究的基础 即认为基因组本身包含蛋白质

结构的所有必需信息 这一观点过于简单并有太多还

原论色彩. 由于生理-化学原理和生物学机制都不可避

免地要涉及分子相互作用和反应的时空依赖性 当前

从 相互作用 网络 功能 的模式出发 在转录

组和蛋白质组层次研究基因调控网络 蛋白质相互作

用网络的丰富信息成为后基因组学 生物信息学的前

沿和热点[19]. 同时 功能基因组研究也开始朝复杂系统

的方向发展[1]. 这为复杂性疾病在大量已有数据资料的分

析处理基础上 由局部朝向整体 由孤立朝向系统提供

了可能.

3.1 以系统的观点适于阐发复杂疾病中遗传与环境的复

杂关系  生物是在遗传信息与外界信息作用下的一个复

杂 有序的动态系统. 基因组的调控与信息系统的调控

具有相似的规律[3]. 借鉴生命作为复杂系统的自组织现

象 以及基因的表达调控过程 我们建立了基于基因表

达调控的进化模型. 分析了其由简单结构向复杂结构进

化的趋势. 并发现高级复杂结构的出现是在一定的外界

环境下 生物种群内部出现的自组织过程[20, 21].

3.2 以系统的观点适于阐发复杂疾病中基因功能的特点

计算与实验相结合的系统生物学方法有助于深入认识

复杂的生物系统功能[22]. 而在系统水平上理解生物体

需要侧重于细胞 机体的功能而不是孤立的局部特点[1].

亦即研究各级产物的相互作用 整体形式比逐个研究

基因产物将更为可取.

3.3 以系统的观点适于分析疾病基因型-表型之间的复

杂关系  复杂疾病同一表型可能是由于同一代谢途径或

信号传导途径上不同基因发生突变的结果 在一个群

体中孤立地研究某一个或几个热门基因将难以得出满

意的结论[23]. 因此 在复杂疾病基因组分析中应注重对

基因功能以及相关生化通路的阐明.目前基因组研究已

重视对生命基本过程的分析 以及对基因调控 信号传

导等的研究 如生化途径数据库KEGG的建立[24]等.

       因此 以系统观为特点的生物信息学研究策略与

方法 有望突破单基因病分析方法在复杂疾病研究中

的局限. 并将在生物学和临床医学的诊断 治疗 药

物开发等方面提供理论指导和分析 具有广泛而关键

的应用价值[25-27].

4   复杂疾病的基因组合及相互作用信息提取

单核苷酸多态性(single nucleotide polymorphisms SNPs)

是疾病易感性 外显性 抵抗性以及药物反应性等生

物学性状差别的重要遗传学基础. 很多疾病与基因突变

或基因多态有关. 分析基因型数据 特别是将SNPs 数

据与疾病和致病因素相关的计算方法是生物信息学研

究的重点之一. 不同于传统的单基因研究方式 目前对

基因的相互作用 多个基因组合与疾病关系的研究日

益受到关注.

        在基因组层次上发展的多因子与表型关联算法 可

提供与表型相关的多个基因相互作用的信息. 复杂疾病

的基因研究在设计上可表述为 通过对病例和对照的

实际样本(A C T G) 一定数量 SNPs 的检测(可

看作向量X) 从而寻找疾病有无或轻重的变量和向量

X之间的关系. 现有的基于连锁分析 关联分析的研究

多是针对X的单个分量展开 忽略了各分量之间的关

系. 提取有效基因组合的算法则是从各分量之间的关系

入手 研究多个可能致病因素的综合效果 从而给疾病

的预测 诊断以及个性化治疗提供依据. 我们应用小样

本情况下的主效多因提取方法 从基因的联合作用出

发研究偏执型精神分裂症 结果表明不同的SNPs组合

可能反映出疾病的不同亚型[28]. 同时 在致病因素与临

床表型的关系上 通过对胃癌前病变与 Helicobacter

pylori关系的Cluster 分析表明 不同临床表现的组合

对于Helicobacter pylori感染具有不同的诊断准确率[29].

这为运用生物信息学对分子信息 病理及临床试验的

资料进行整合 通过一些重要的疾病致病因素 从相互
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关系阐释复杂疾病的病因及其诊断提供了初步的依据.

       由于复杂疾病的机制涉及多个基因的累加作用 以

及某些环境因子的作用 这些基因的SNPs及其特定组合

可能是造成疾病易感性最重要的原因. 最近Zhao et al [30]提

出了病例-对照研究中分析SNPs单倍型与环境因素的

方法 并通过分析载脂蛋白CIII(6SNPs)与冠心病术后

再狭窄 发现2种单倍型可能降低术后再狭窄患病的风

险. 随着SNPs的不断发现和人类第三代遗传标记图的绘制

等进展 与疾病相关的人类基因信息数据库 与基因组多

态性和基因突变有关的数据库dbSNP[31] HGBASE[32]等相

继建立 为从SNPs探讨复杂性疾病的机制探讨提供了

可行性. 因此 对疾病相关调节通路的候选基因进行

SNPs的关联研究 可能是多基因疾病研究取得突破的

希望所在. 目前我们同时还提出了一种新的基于SNPs数

据 用于研究复杂疾病和对疾病进行亚型分类的方法

这一研究方法可以在小样本条件下充分利用已有的信

息资源 计算复杂度降低[28].

       同时 寻找与表型相关的有意义的多因组合还需

要加强以下方面的研究: (1)预选基因的采集需要集中于

主要的代谢途径 调控通路 从而避免由于样本分散导

致的样本量相对减少; (2)实验设计中预选的疾病相关基

因可能存在遗漏 如果致病基因的作用具有累加性 仍

有可能准确地找到致病相关基因. 候选基因组合中的最

佳基因数目取决于样本数和基因缺失比率[28]. 因此研究

中预先指定基因组合中的基因数目并不合理 特别是

孤立地研究单个基因与复杂疾病的关系往往不是最优

选择 并经常会导致信息利用的不充分. (3)试验中病例

本身的缺失也是潜在的偏差来源.目前对于缺失数据

(missing data) 的分析有均值 协方差的ML模型[33] 自

回归模型[34] EM 算法[35] 归因(imputation)等方法

然而仍需要通过进一步的研究 形成较一致的认识.

5   芯片生物信息分析与多层次信息融合

解析复杂疾病基因型-表型的关系 需要综合多层次

信息 如人类全部基因在染色体上的位置 序列特征

(包括SNPs) 表达规律和产物(RNA和蛋白质)等. 基因

芯片 如生物芯片(biochip) 微阵列(Microarray) DNA

芯片(DNA chip) 以及蛋白芯片等高通量检测技术

使得高密度的数以万计的探针分子以及对杂交信号进

行的检测分析变得切实可行 是高效地大规模获取相

关生物信息的主要手段. 基因表达谱 蛋白质谱等芯片

数据的生物信息学分析 成为在基因转录 表达水平

研究临床疾病的分子机制 疾病诊断和药物筛选的重要

领域.目前模式识别 人工智能 统计学中的多种方法

如聚类分析[36] 人工神经网络[37] 隐马尔可夫模型[38]

等 已被用于在核酸和蛋白质两个层次上对基因表达

谱 即基因表达矩阵(行表示基因 列表示实验样本)

集合 分类及优化等信息的处理. 并应用到肿瘤分型

肿瘤分类 基因功能研究 通路(pathway)分析 基

因调控网络构建 药物靶位识别等许多方面. 对 86 例

肺腺癌患者基因表达谱芯片的生物信息学分析发现数百

个基因与癌细胞显著相关 属于细胞分裂 蛋白降解

嘧啶与嘌呤代谢 氧化磷酸化等通路[39] 从信号通路

调节异常的分析中则可预测肿瘤表型[40]. 在神经网络等

传统方法得到很多应用的同时 统计学习理论(statistical

learning theory SLT) 即专门用于研究小样本情况下

机器学习规律的理论日益受到重视 以支持向量机

(SVM)[41]方法为代表的SLT方法将为芯片的生物信息学

分析提供新的途径 从而进一步推动人们在基因组水

平上以系统的 全局的观念去研究疾病多层次的现象

及其本质.

6   分子调控网络建模

基因的结构或种类决定物种 基因的功能或表达则决

定生命的健康 疾病等状态. 基因调控网络 蛋白调控

网络 代谢网络等分子调控网络的研究 是理解基因组

功能 进而理解复杂疾病本质正在发展的方向 并将为

复杂性疾病多基因之间的关系 基因型 - 表型各部

分 各层次的相互作用 调控通路提供背景和依据[42].

其中在转录组层次上发展的基因调控网络建模方法可

提供与表型相关基因调控网络的部分信息. 在 Promoter

区的调控元件可提供基因之间相互作用的线索. 随着基

因组数据的指数式增长 有关生理 病理数据库快速发

展 如基因表达有关的数据库[43] 蛋白质序列数据库

有PIR[44] Swiss-Prot[45]; 蛋白质结构数据库有PDB[46]

等 以及选择性剪接数据库[47] 等. 数据的大量积累也

使得从系统水平上研究分子调控网络成为可能.

       对于基因调控 细胞信号传导过程等已具有大量

的分子生物学实验研究 急需对实验结果进行理论总

结.基因 蛋白等调控网络的建模 即综合生理病理

相关的基因 SNPs 基因表达状况 蛋白质功能状态

以及临床治疗等信息 以系统方法将不同的测量数据

各种因素的辨识 各个层次上的相互作用关系进行整

合 利用数学模型深入了解生物的结构和功能以及生

理病理过程.目前分子调控网络目前大多为简单系统

局部网络的基础研究 以及从大规模基因表达谱中发

现和描述基因调控网络的研究. 基因调控网络建模主要

在于代谢网络[48] 信号通路网络[49] 生化网络[50] 运

用数据挖掘方法构建人类基因表达网络[51] 运用多元

回归分析构建DNA微阵列数据基础上构建基因调控网

络[52] 神经元网络[53]等. 按控制论的基本原理 我们

曾归纳出基因调控过程中的7种典型控制环节 基因

调控和信号传导路径可以由这些控制环节组合而成

控制论的研究有助于寻找其中的共同规律[54]. 通过基因

组 转录组等层次多种信息相互印证 则有望扩充已

知基因调控网络的方法.

       随着系统建模各种手段的发展 尤其是复杂系统

仿真 建模等方法的建立 表明目前已有能力与方法



将复杂的生物系统问题 降幂 处理. 依据一个复杂

系统的输入(遗传物质的差异)和输出(基因表达谱 蛋白

质谱)确定各种变量之间的因果关系 有望逐步建立与

疾病密切相关的分子调控网络 从而最终解释复杂疾

病的成因 治疗等各种理论问题. 也将为降低复杂疾病

有关信息分析的难度 减少实际观测样本量的限制提

供依据.

7    中医药生物信息学

中医药学植根于临床实践 防治众多常见疾病具有较

佳的疗效 是世界医学不可或缺的组成部分. 然而长期

以来研究策略与方法的局限 制约了中医药治疗规律

和疗效机制的探讨. 将侧重于宏观的中医药学及其诊疗

特色 丰富资源与侧重于微观的生物信息学进行有机

结合 开展 中医药生物信息学 (traditional chinese

medicine bioinformatics TCMB)有关理论与方法的研

究 是我们提出的一个充满挑战和机遇的方向[55]. 我们

的研究表明 以生物信息学的有关理论与方法为桥梁

在中医学研究中发展相应的信息分析与整合手段 将

有助于深入了解以整体观 辨证论治为核心的中医诊

疗规律; 一套行之有效的中医药生物信息分析方法 也

将为在分子水平上发掘中医药的系统内涵 在系统层

次上加深对于复杂性疾病的理解提供新的途径.

7.1 中医证候生物信息分析  由于中医学对人体体质因

素 环境因素及疾病不同阶段证候演变的整体认识方

法 使得在微观层面上研究中医学诊疗机制 必然需要

大量的生物信息分析 特别是非线性规律的分析尤为

突出.中医学对疾病的观察体现出机体与环境相交融的

整体观念. 对空间的 证 时间的 候 进行证候学判

断 从而指导方药的治疗则是中医临床的核心特点. 我

们运用控制论方法与中医理论相结合 已初步揭示在

机体与环境 机体内多因素相互作用基础上的稳态机

制和系统特性[56, 57]. 通过 降维升阶 等处理 则有

助于从复杂的四诊信息 理化信息以及多层次生物信

息中 使主要证候因素得以辨识[58, 59]. 目前国际上认

为 揭示复杂疾病机制的新途径 在于了解亚细胞 细

胞 组织 器官及系统结构中的蛋白质相互作用 以

及认识基于相互作用的疾病不同状态[60] 而多学科的协

作 有效的信息整合 其意义超过了单纯的基因研究[61].

我们开展的中医证候与复杂性疾病有关病理 生理多

层次信息的综合研究[62] 也符合了这一发展趋势.

7.2 中药药效系统学研究  中药成分相对复杂 治疗疾

病时往往通过不同环节发挥整体调节作用[59]. 针对方

剂 证候高维小样本数据 我们建立了统计模式识别分

析的PARM算法. 应用于评价中药不同配比的分析与优

化 寒热方剂的作用 寒热证候的特征等 取得了较好

效果. 与统计学方法相比 该模型可合理利用启发式的

直观信息 适合于药效的特征提取 系统评价 而不仅

是给出差异性的比较结果. 表明 中药药效系统学

是符合中药作用特色的研究途径.

7.3 中医药与复杂疾病研究的互补  中医药在治疗上注

重功能调节 可能是在调控疾病的相关(易感)基因的表

达及表达产物上发挥重要作用 已发现中药可以影响

一些细胞因子 组织损伤酶的比例[63] 动态变化等.

中药的作用具有多因微效基础上的突现特点 在一定

意义上符合多基因病的形成特征及治疗趋势. 因此

充分发挥生物信息学计算 设计的作用 在计算与

实验相结合的研究框架下 进行基于多层次生物信息

分析的中药有效分子组合筛选 中药生物信息与化学

信息相关性研究 以及中药基因组学等研究 对于复

杂疾病的药物设计及防治具有较大价值; 同时 以确有

疗效 成分明确的中药为探针 可望开启复杂疾病机

制研究中 以药测病 的思路 从新的角度扩充疾病

相关的分子调控网络[62] 并促进生物信息 医学信息

的融合.

      总之 生物信息学掌握着基因组的真正用途 并

将引起生物医学以及临床诊疗的革命性变化[64]. 作为当

今生命科学研究最重要的平台技术 生物信息学不仅

能够分析复杂疾病多种生物分子数据 同时更适于综

合多种生物分子及其相互作用的知识来了解生物系统

的功能 由获取有关生物知识迈进到对生命基本规律

的认识 并促进复杂性疾病的研究向功能 系统的方向

发展.
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